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В статье дана краткая характеристика компонентов пуповинной крови (ПК). Рассмотрены варианты при-
менения ПК и ее компонентов, в частности, мезенхимных стволовых клеток, в экспериментальной био-
логии и медицине для активации регенерации органов и тканей, в составе комплексных мероприятий по
лечению хронических заболеваний различного генеза (болезней крови и первичных иммунодефицитов,
нейродегенеративных заболеваний, инфаркта миокарда, ожирения, сахарного диабета, цирроза печени,
иммунозависимых и аутоиммунных патологий и др.). В обзоре также представлены случаи использования
сыворотки (плазмы) ПК в послеоперационном восстановлении, для лечения глазных и нейродегенера-
тивных заболеваний, в терапии возрастных изменений. Описана возможность применения сыворотки
(плазмы) ПК в обогащении культуральных сред, для наращивания различных клеточных культур, исполь-
зуемых в регенеративной медицине. Подчеркивается важность и необходимость стандартизации методик
получения ПК и ее компонентов, их тестирования и путей введения, а также регулирования использова-
ния-ПК и ее компонентов в клинической практике. Особое внимание в обзоре уделено использованию
ПК и ее компонентов в экспериментальной биологии для моделирования процессов репарации и регене-
рации органов и тканей у модельных животных.

Ключевые слова: пуповинная кровь, мезенхимные стволовые клетки, полученные из ПК человека, плазма,
сыворотка, эритроцитарная масса
DOI: 10.31857/S0041377121050059

Пуповинная кровь (ПК) и ее компоненты нахо-
дят все более широкое применение в эксперимен-
тальной биологии и клинической практике, а также
при решении задач регенеративной медицины. В
мире зарегистрировано более 450 законченных и
действующих клинических исследований с приме-
нением ПК и ее компонентов (по данным: https://
clinicaltrials.gov/). Количество публикаций, напря-
мую или косвенно посвященных этой тематике,
ежегодно составляет около 5500 статей (по данным:
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Интерес к ПК исследова-
телей и врачей связан с уникальными свойствами и
высоким терапевтическим потенциалом этого био-
логического материала и относительной доступно-
стью и безопасностью его получения. ПК и ее ком-
поненты можно рассматривать не только как один
из наиболее перспективных инструментов регенера-

тивной медицины, но и как средство для лечения ря-
да гематологических, онкологических и иммуноза-
висимых заболеваний.

В связи с этим, целью настоящего обзора явился
анализ публикаций последних лет, посвященных
использованию ПК и ее компонентов (эритроцитар-
ной массы, мезенхимных стволовых клеток, сыво-
ротки (плазмы) и др.) в экспериментальной биоло-
гии и клинической практике.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
КОМПОНЕНТОВ ПК

В ПК присутствуют все форменные элементы
крови, характерные для крови новорожденных де-
тей. Однако их количество, соотношение и характе-
ристики отличаются от показателей родившихся де-
тей. Причиной таких отличий является быстрая ре-
акция системы крови на переход от гипоксического
внутриутробного развития к внеутробному суще-
ствованию в условиях гипероксии и гемоконцентра-
ции, связанной с потерей ребенком межтканевой
жидкости. Клеточный состав ПК у доношенных де-

Принятые сокращения: ПК – пуповинная кровь; ГСК – гемо-
поэтические стволовые клетки; МСК – мезенхимные стволо-
вые клетки; СД – сахарный диабет; ФБС – фетальная бычья
сыворотка; HUC-MSC – мезенхимные стволовые клетки, по-
лученные из ПК человека; iPS-клетки – индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки.

УДК 57.085.23;616-03
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тей мало зависит от пола ребенка; в то же время ко-
личество лейкоцитов и тромбоцитов в ПК суще-
ственно выше у детей, рожденных в физиологиче-
ских родах, по сравнению с кесаревым сечением
(Dauber et al., 2011; Танасийчук и соавт., 2017). Рядом
авторов установлены значительные вариации содер-
жания гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) в
ПК от разных доноров, которые связывают с весом
новорожденного, степенью зрелости и весом пла-
центы, количеством родов (Dauber et al., 2011; Тана-
сийчук и соавт., 2017). Важно отметить, что колоние-
образующая активность ПК определяется не только
количеством CD34+-клеток, но и гестационным воз-
растом плода (Faivre et al., 2018; Mayani et al., 2020).

По показателям красной крови (содержанию
эритроцитов, гемоглобина, эритроцитарным индек-
сам), эритроцитарная ПК существенно превосходит
как донорскую, так и цельную ПК (Romanov et al.,
2019). В эритроцитарной массе ПК присутствуют
клетки миелоидного и лимфоидного ряда в количе-
стве, сопоставимом с их содержанием в красном
костном мозге. Особенностью мезенхимных стволо-
вых клеток, полученных из ПК человека (HUC-
MSC), а также из амниотической мембраны, пла-
центы, Вартанова студня, являются их высокий про-
лиферативный потенциал, высокая способность к
дифференцировке и самообновлению. В отличие от
стволовых клеток, полученных из других источни-
ков, или индуцированных плюрипотентных стволо-
вых (iPS), клеток HUC-MSC не образуют опухоли in
vivo (Musiał-Wysocka et al., 2019). Низкая экспрессия
молекул MHC I и II класса, а также ряда костимули-
рующих факторов на клеточной мембране, опреде-
ляют их низкую иммуногенность. Уникальность
плазмы (сыворотки) ПК определяется составом вхо-
дящих в нее компонентов. Так, в плазме ПК отмече-
ны более низкие (относительно обычной донорской
плазмы) концентрации провоспалительных цитоки-
нов (IL-2, IL-6, IFN -γ,TNF -α), повышенный уро-
вень хемокина IL-8 и ряда факторов роста: M-CSF,
HGF, PDGF-BB, SCGF-β, IL-8 и SCF VEGF, G-CSF,
EGF, FGF (Ehrhart. et al., 2018; Romanov et al., 2019).
Такой состав плазмы определяет противовоспали-
тельные, ангиогенные и антиапоптотические свой-

ства этого продукта. Концентрация биологически
активных молекул в сыворотке ПК выше по сравне-
нию с плазмой ПК (Caseiro et al., 2018; Romanov et al.,
2019). Необходимо отметить, что концентрация от-
дельных компонентов в плазме ПК достаточно вариа-
бельна, что, по-видимому, связано с индивидуальны-
ми особенностями донора ПК, способом родоразре-
шения и др. (Romanov et al., 2019).

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОМПОНЕНТОВ 
ПУПОВИННОЙ КРОВИ

ПК и ее компоненты находят широкое примене-
ние в области экспериментальной биологии и кли-
нической медицины, благодаря высокому регенера-
торному и терапевтическому потенциалу компонен-
тов этой биологический жидкости. В частности,
эритроцитарная масса ПК используется для аутоло-
гичного и аллогенного переливания новорожден-
ным детям, при наличии у них терапевтической или
хирургической патологии; гемопоэтические стволо-
вые клетки, полученные из ПК, применяются для
лечения заболеваний крови и первичных иммуноде-
фицитов. Кроме того, в ряде работ сообщается об
использовании мезенхимных стволовых клеток ПК
для терапии ряда нейродегенеративных заболева-
ний, инфаркта миокарда, ожирения, сахарного диа-
бета, цирроза печени, иммунозависимых и аутоим-
мунных патологий. Плазма (сыворотка) ПК также
широко используется в различных отраслях медици-
ны и экспериментальной биологии: для терапии
глазных болезней, нейродегенеративных заболева-
ний, возрастных изменений, культивирования кле-
ток и др. В контексте рассматриваемой тематики
важно подчеркнуть тесное взаимодействие специа-
листов в области биологии и медицины, поскольку
изучение биологических свойств ПК и ее компонен-
тов может помочь в решении ряда клинических про-
блем.

ПЕРЕЛИВАНИЕ НОВОРОЖДЕННЫМ ПК 
(ЭРИТРОЦИТАРНОЙ МАССЫ)

Использование эритроцитарной массы, получен-
ной из ПК, не нашло широкого применения в кли-

Рис. 1. Схема использования пуповинной крови и ее компонентов в экспериментальной биологии и медицине. Сокращения:
ОЛ – острые лейкозы, ХЛ – хронические лейкозы, ЦАЛД – церебральная адренолейкодистрофия; МХЛД – метахроматиче-
ская лейкодистрофия; ГКЛД – глобоидноклеточная лейкодистрофия; ВИД – врожденные иммунодефициты; ЦП – цере-
бральный паралич; БАС – боковой амиотрофический склероз; ЧМТ – черепно-мозговая травма; CCГ – синдром сухого гла-
за; РС – рассеянный склероз; СКВ – системная красная волчанка. Литература: 1. Lim et al., 218; 2. Wang et al., 2018; 3. Ni et
al., 2019; 4. Peng et al., 2019; 5. Terashvili, Bosnjak, 2019; 6. Zhao et al., 2019; 7. Li et al., 2013; 8. Reddi et al., 2015; 9. Chen et al., 2016;
10. Pan et al., 2016; 11. Sun et al., 2018; 12. Ulyanova et al., 2018; 13. Park et al., 2012; 14. He et al., 2015; 15. Theil et al., 2015; 16. Jung
et al., 2018; 17. Paul et al., 2018; 18. Stiner et al., 2019; 19. Qi et al.,2015; 20. Liang et al., 2017; 21. Mu et al., 2018; 22. Su et al., 2018;
23. Tao et al., 2018; 24. Bianchi et al., 2018; 25. Faivre et al., 2018; 26. Saito-Benz et al., 2020; 27. Algeri et al., 2019; 28. Sakurai et al.,
2021; 29. Tuysuz et al., 2019; 30. Ochi et al., 2019; 31. Isaev et al., 2017; 32. Mallhi et al., 2017; 33. Vaillant, Qurie, 2020; 34. McDonald
et al., 2018; 35. Okur et al., 2018; 36. Damien, Alan, 2015; 37. Sha et al., 2019; 38. https://clinicaltrials.gov/№ NCT02881476; 39. Chen
et al., 2020; 40. Venkat et al., 2018; 41. Hua et al., 2016; 42. Hosseini et al., 2016; 43. Bojanic et al., 2020; 44. 45. Ehrhart et al., 2018; 46.
Sharma et al., 2011; 47. Anitua et al.,2015; 48. Sona, Jeng, 2016; 49. Giannaccare et al., 2017; 50. Perreira et al., 2014; 51. Wu et al., 2015;
52. Blázquez-Prunera et al., 2017; 53. Caseiro et al., 2018; 54. Pour et al., 2020; 55. Moskalev et al., 2015; 56. Yoo et al., 2016; 57. Cas-
tellano et al., 2017; 58. Hu et al., 2019; 59. Ren et al., 2016; 60. Yuan et al., 2019; 61. Rafieemehr et al., 2015; 62. Mehdipour et al., 2019.
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Терапия нейродегенеративных заболеваний:

Терапия инфаркта

Лечение

Терапия цирроза

Переливание новорожденным

Плазма/сыворотка

Терапия глазных

Культивирование

Терапия возрастных

Клетки

Терапия иммунозависимых

Заболевания крови и первичные иммунодефициты:

(HUC-MSC из ПК, или экзосомы)
ЦП [34, 35], болезнь Альцгеймера [36, 37], БАС [38], болезнь Паркинсона [39], терапия
острых нарушений мозгового кровообращения различного генеза [40], комплексное
лечение травм позвоночника и ЧМТ [36, 41–43], лечение склероза [44]

миокарда:
(HUC-MSC из ПК, или
экзосомы) [1–6]

метаболического
синдрома и
сахарного диабета 1
и 2 типов:
(HUC-MSC из ПК, или
экзосомы)
СД2: [7–12]
СД1: [13–18]

печени:
(HUC-MSC из ПК, или
экзосомы)
цирроз различного
генеза
на фоне стандартной
поддерживающей
терапии [19–23]

(Эритроцитарная масса):
новорожденные пациенты с гематокритом
менее 0.25–0.40%, гемолитическая болезнь,
ранние и поздние анемии, экстремально
низкая масса [24–26]

ОЛ и ХЛ [27, 28], анемия Фанкони [29], апластическая анемия [30], синдром Швахмана–
Даймонда [31], синдром Гурлера, ЦАЛД, МХЛД, ГКЛД и др. [32], ВИД, связанные с
генетическими дефектами клеток лимфоидного ряда и фагоцитирующих [33]

болезней:
ССГ, стойкий

эпителиальный дефект
роговицы, язва роговицы,

ожоговая травма глазной
поверхности,

рецидивирующая эрозия
роговицы и дефицит

лимбальных стволовых
клеток [46–49]

клеток:
альтернатива фетальной

бычьей сыворотки [50–54]

изменений:
[55–58]

и аутоиммунных
заболеваний:
СКВ [59,60],

РС [61,62]
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нической практике. Ограничениями для примене-
ния этого компонента ПК взрослым пациентам яв-
ляются малые (максимум 2–3 нед.) сроки хранения
донорского материала и небольшие объемы эритро-
цитарной массы (20–40 мл). Однако для новорож-
денных пациентов, имеющих терапевтическую или
хирургическую патологию, лечение которых требует
инфузий донорской крови, переливание аутологич-
ной ПК или ее компонентов, позволяет значительно
сократить сроки искусственной вентиляции легких,
заживления ран, а также пребывания в лечебном
учреждении в целом (Sarin et al., 2018; Basile et al.,
2019). Предполагают, что эффекты эритроцитарной
массы опосредованы не только показателями крас-
ной крови ПК, но и высоким содержанием в ней
функционально активных иммунных и гемопоэти-
ческих стволовых клеток (Basile et al., 2019).

В целом, основным показанием для переливания
крови новорожденным являются низкие значения
гематокрита (менее 0.25–0.40%) при гемолитиче-
ской болезни новорожденных, ранних и поздних
анемиях у недоношенных детей, а также экстремаль-
но низкая масса тела новорожденного и предопера-
ционная подготовка (Bianchi et al., 2018; Faivre et al.,
2018; Saito-Benz et al., 2020). Рассматривается воз-
можность аллогенного переливания эритроцитар-
ной массы ПК (Hassall et al., 2015) (рис. 1).

Профессиональными сообществами широко об-
суждаются правовые, этические и технические про-
блемы получения ПК (Munro et al., 2019; Литвинова
и др., 2020). В частности, вопросы раннего и поздне-
го пережатия пуповины, доения пуповины для полу-
чения большего объема ПК, хранения и стандарти-
зации образцов ПК (Faivre et al., 2018; Nagano et al.,
2018; Balasubramanian et al., 2019; Basile et al., 2019;
Katheria et al., 2019; Rabe et al., 2019; Литвинова и др.,
2020).

Несмотря на оптимистичные результаты, полу-
ченные при переливании эритроцитарной массы
ПК, остается ряд дискуссионных вопросов, напри-
мер, о частоте инфузий и объемах переливаемой
крови, отдаленных последствиях таких трансфузий
(Rudnicki et al., 2015; Lopriore, 2019; Saito-Benz et al.,
2020). Кроме того, при переливании ПК и ее компо-
нентов не исключено развитие синдрома острого
повреждения легких (TRALI), сопровождающегося
острым некардиогенным отеком легких, опосредо-
ванным гипоксией (Cho et al., 2020).

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ ГСК, ПОЛУЧЕННЫХ 
ИЗ ПК, ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЙ КРОВИ 

И ПЕРВИЧНЫХ ИММУНОДЕФИЦИТОВ

ГСК являются плюрипотентными взрослыми
стволовыми клетками, способными дифференциро-
ваться в любой тип клеток крови и происходят из по-
коящихся (дормантных) фибробластоподобных
CD34-негативных клеток (Kapoor et al., 2020). Гемо-

поэз реализуется в ходе тесного контакта ГСК и
стромы костного мозга, включающего как клеточ-
ные элементы (макрофагальные и ретикулярные эн-
дотелиальные клетки, стромальные фибробласты,
остеобласты), так и элементы внеклеточного мат-
рикса (Roo, Staal, 2020). Под влиянием регуляторных
сигналов ряда цитокинов, хемокинов и факторов ро-
ста, из ГСК формируются клеточные элементы крови,
включая эритроциты, лейкоциты, тромбоциты и т.д. В
сложном и непрерывном процессе обновления крови,
характеризующимся образованием, развитием и со-
зреванием клеток крови под влиянием ряда этиоло-
гических (до конца не установленных) факторов,
всегда существует вероятность поломки тонкого ме-
ханизма передачи наследственной информации.
Повреждение ДНК одной кроветворной клетки
приводит к появлению клона клеток, не завершив-
ших необходимые этапы дифференцировки (Sjövall,
Staffas, 2020; Swierczek, Prchal, 2020; Yokota, 2020).

Показания для пересадки ГСК включают злока-
чественные новообразования не только кроветворной,
но и ряда других тканей, болезни крови, врожденные
иммунодефициты, аутоиммунные заболевания и др. и
регламентированы приказом Министерства здраво-
охранения РФ (№ 875н от 12.12.2018) (рис. 1).

Основными источниками ГСК для проведения
трансплантации являются костный мозг, ПК и мо-
билизированная периферическая кровь (Cable et al.,
2020; Zhang et al., 2020). Каждый из перечисленных
источников имеет свои ограничения, среди которых
можно отметить такие, как стоимость, доступность,
степень совпадения по HLA-системе, содержание
достаточного количества ГСК с высокой функцио-
нальной активностью. Успех трансплантации ГСК
зависит и от других принципиальных факторов – ста-
дии заболевания, режима миелоабляции, место транс-
фузии ГСК при трасплантации и др. (Cesaro et al., 2020)
(рис. 1).

ПК является одним из доступных источников
ГКС для проведения аллотрансплантаций, и редко –
аутотрансплантаций (Myers, Miller, 2020). Ведущими
факторами, влияющими на качество и количество
ГСК в ПК, помимо материнских (возраст, количе-
ство беременностей, этническая принадлежность и
др.), являются длительность беременности и вес но-
ворожденного (Faivre et al., 2018; Mayani et al., 2020).
По сравнению с ГКС, получаемыми из костного
мозга, клетки ПК обладают рядом преимуществ: вы-
сокое содержание клеток в образце, пролифератив-
ная и колониеобразующая активность, а также сни-
женная экспрессия HLA-антигенов уменьшает риск
развития реакции трансплантат против хозяина и
обеспечивает низкий риск рецидивов злокачествен-
ных новообразований (Milano et al., 2016).

Ограничением в проведении трансплантации
ГСК из ПК является недостаточное количество ГСК
в одной единице, получаемой при взятии биомате-
риала, особенно при трансплантации взрослому че-
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ловеку весом более 50 кг, невозможность повторно
воспользоваться донорским материалом при воз-
никновении первичного или вторичного отторже-
ния. Этот недостаток со временем будет преодолен
по мере отработки технологий по наращиванию
ГСК пуповинной крови в клинических масштабах ex
vivo (Mayani et al., 2020; Myers, Miller, 2020; Xue, Mi-
lano, 2020).

Кроме того, после трансплантации ГСК из ПК
отмечается более позднее (в сравнении с другими
источниками ГСК, полученными из тканей взрос-
лых доноров), восстановление кроветворной функ-
ции, что может способствовать развитию инфекци-
онных осложнений (Kiernan et al., 2017; Cohen et al.,
2020).

Описанные результаты клинических исследова-
ний, посвященных применению ГСК из ПК, демон-
стрируют существенный прогресс в лечении злока-
чественных заболеваний крови – остром и хрониче-
ском лейкозах (Algeri et al., 2020; Sakurai et al., 2021).
Однако авторы отмечают ограничения применения
ГСК, такие как повышенная ранняя смертность и
отсроченное восстановление кроветворной и им-
мунной систем. В то же время другие авторы (Konu-
ma et al., 2016), сравнивая результаты более 2000
трансплантаций стволовых клеток, полученных из
разных источников (в том числе из ПК), лицам стар-
ше 50 лет с острым миелоидным лейкозом, острым
лимфобластным лейкозом или миелодиспластиче-
ским синдромом, показали, что итоговые результа-
ты лечения (общая смертность, развития реакции
трансплантат против хозяина, безрецедивная выжи-
ваемость) были практически такими же. Схожие ре-
зультаты были ранее описаны в метаанализе резуль-
татов более 3300 трансплантаций у пациентов с ост-
рым лейкозом (Zhang et al., 2012). Есть мнение, что,
существенного улучшения результатов транспланта-
ции ГСК из ПК можно достичь только путем опти-
мизации методов экспансии клеток ex vivo, режимов
кондиционирования, применения двойных транс-
плантатов (Yun et al., 2019).

Применение ГСК для лечения анемии Фанкони
впервые было проведено в 1988 г., что послужило ос-
нованием для использования этих клеток и при дру-
гих заболеваниях, связанных с наследственными и
приобретенными нарушениями функции кроветво-
рения красного мозга (Tuysuz et al., 2019). Транс-
плантацию ГСК из ПК успешно применяют при
апластических анемиях (Ochi et al., 2019), синдроме
Швахмана–Даймонда (Isaev, et al., 2017) (рис. 1).

Оптимистичные результаты клинических иссле-
дований по применению генной терапии при серпо-
видно-клеточной анемии и бета-талассемии (Cisne-
ros, Thein, 2020; Shah, Dwivedi, 2020; Soni, 2020) не
исключают применения ГСК, в том числе из ПК,
как доступный альтернативный вариант терапии
этих патологий (Joseph et al., 2018; Foell et al., 2020;
Huang, Jiang, 2020). Более того, развитие пренаталь-

ной диагностики наследственных заболеваний и фе-
тальной хирургии позволяют трансплантировать
стволовые клетки еще до рождения ребенка. По
мнению ряда авторов, такой подход имеет ряд пре-
имуществ, поскольку незрелая иммунная система
плода позволяет выживать и размножаться донор-
ским клеткам (Loukogeorgakis et al., 2019; Tai-Macar-
thur et al., 2020) (рис. 1).

Обнадеживающие результаты получены при ис-
пользовании ГСК из ПК для лечения ходжкинских и
неходжкинских лимфом (Hsu et al., 2018; Sakurai et al.,
2021). Особый интерес вызывают сообщения о поло-
жительном клиническом опыте применения CAR-
трансдуцированных NK-клеток (естественных кил-
леров), полученных из ПК, для лечения CD19-поло-
жительных лимфоидных опухолей (Liu et al., 2020;
Kundu et al., 2021) (рис. 1).

Авторы отмечают, что в отличие от CAR-Т-кле-
ток, CAR-NK-клетки не вызывают эффектов, свя-
занных с синдромом высвобождения цитокинов
(CRS) и нейротоксичности. Однако по мнению тай-
ваньских авторов, преждевременно говорить о поло-
жительных результатах, поскольку обнаруженные у
пациентов CAR-NK не демонстрируют убедитель-
ной экспансии in vivo (Li, Huang, 2020).

Существенные положительные результаты по
выживаемости и улучшению качества жизни приве-
дены в обзоре, посвященном трансплантации ГСК
из ПК при некоторых врожденных нарушениях ме-
таболизма, таких как синдром Гурлера, церебраль-
ная адренолейкодистрофия, метахроматическая
лейкодистрофия, глобоидноклеточная лейкодис-
трофия и др. (Mallhi et al., 2017). Согласно мнению
этих авторов, положительные результаты определя-
ются соответствием HLA на уровне аллелей между
трансплантируемыми единицами ПК и донором.

Трансплантация ГСК, полученных из ПК, оказа-
лась эффективной и для некоторых форм врожден-
ных иммунодефицитов, связанных с генетическими
дефектами клеток лимфоидного ряда и фагоцитиру-
ющих клеток (Vaillant, Qurie, 2020). Однако пересад-
ка ГСК неэффективна, если первичный иммуноде-
фицит опосредован дизрегуляцией развития тимуса,
эпителиальных клеток желудочно-кишечного трак-
та, дефицита некоторых факторов комплемента и др.
(Shamriz, Chandrakasan, 2019) (рис. 1).

Как уже упоминалось ранее, существенным пре-
имуществом ГСК из ПК является допустимость не-
полного соответствия донора и реципиента по системе
HLA-антигенов, что особенно важно при необходимо-
сти выполнить аллогенную трансплантацию пациенту
из группы расовых и национальных меньшинств (Mi-
lano et al., 2016; Ruggeri et al., 2016; Xue, Milano, 2020).

Расширение перечня заболеваний, при которых
необходима трансплантация ГСК приводит к появ-
лению и внедрению новых технологий, выделения,
наращивания различных популяций клеток ПК, что
требует проведения широких стандартизированных
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рандомизированных плацебо-контролируемых кли-
нических исследований (Xue, Milano, 2020). Важным
моментом для развития этого направления является
также и доступность образцов ПК для трансплантации.
В настоящее время для пациентов гематологического
профиля доступны более 730000 единиц ПК
(https://wmda.info/cord-blood/donate-cord-blood/.;
Orlando et al., 2020). По данным Российской ассоци-
ации “РУСКОРД”, в международной поисковой ба-
зе находится около 4500 образцов ПК для транс-
плантации из РФ (www.rus-korda.ru).

КЛЕТКИ ПК ДЛЯ ТЕРАПИИ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Значительное количество исследований посвя-
щено применению стволовых клеток HUC-MSC для
лечения неврологических заболеваний. В литерату-
ре описаны случаи интратекального или внутривен-
ного (внутриартериального) введения HUC-MSC
при церебральном параличе (McDonald et al., 2018;
Okur et al., 2018). Положительный клинический эф-
фект, подтвержденный МРТ головного мозга, авторы
связывают с ремоделированием сосудов и восстанов-
лением нейронных сетей, опосредованных противо-
воспалительными, иммуномодулирующими, ангио-
генными, нейротрофическими факторами и антиапо-
птотическими эффектами внеклеточных везикул
(экзосом), секретируемых HUC-MSC (McDonald et al.,
2018; Okur et al., 2018; Jiao et al., 2019; Vankeshwaram et al.,
2020). В ряде случаев этой категории пациентов для
усиления эффекта HUC-MSC вводили в комбина-
ции с гранулоцитарно-колониестимулирующим
фактором, эритропоэтином и фактором роста нерв-
ных клеток (Rah et al., 2017; Min et al., 2020).

Предполагают, что при болезни Альцгеймера по-
ложительный эффект от введения HUC-MSC
(Damien, Allan, 2015) также опосредован действием
микровезикул, секретируемых HUC-MSC, которые
способствуют формированию новых межнейро-
нальных синапсов, приводящих к вовлечению в ко-
гнитивный или двигательный процесс незадейство-
ванных популяций нейронов. В целом, этот меха-
низм работает и при других нейродегенеративных
заболеваниях (рис. 1).

В незавершенном клиническом исследовании
(https://clinicaltrials.gov/№ NCT02881476), интрате-
кальное введение HUC-MSC 43-м пациентам с бо-
ковым амиотрофическим склерозом продемонстри-
ровало положительный эффект. Установлено, что
экзосомы из HUC-MSC, веденные пациентам с бо-
лезнью Паркинсона, усиливают пролиферацию кле-
ток SH-SY5Y, подавляют апоптоз дофаминергиче-
ских нейронов и повышают уровень дофамина в по-
лосатом теле (Chen et al., 2020).

Особый интерес представляют данные об исполь-
зовании HUC-MSC в терапии острых нарушений
мозгового кровообращения различного генеза (Ven-

kat et al., 2018). Так, в экспериментальных и клини-
ческих исследованиях доказано, что применение
HUC-MSC при ишемическом инсульте значимо
снижает неврологический ушерб (Laskowitz et al.,
2018; Wang et al., 2019; Surugiu et al., 2019) (рис. 1).

Механизмы действия HUC-MSC при лечении
нейротравмы, по-видимому, аналогичны эффектам
при терапии острых инсультов. В литературе нако-
пилось много сообщений применении этих клеток в
комплексном лечении травм позвоночника и череп-
но-мозговых травм (Damien, Allan, 2015; Hua et al.,
2016; Bojanic et al., 2020). Исследователи отмечают
улучшение функциональных показателей задних ко-
нечностей крыс при экспериментальной хрониче-
ской черепно-мозговой травме на фоне введения
клеток ПК с гранулоцитарным колониестимулиру-
ющим фактом (Acosta et al., 2014; Yeng et al., 2016). В
отдельных работах описано значительное клиниче-
ское, неврологическое и поведенческое восстанов-
ление у лиц, перенесших острую травму спинного
мозга, после трансплантации HUC-MSC из ПК че-
ловека (Hosseini et al., 2016). Экспериментально про-
демонстрировано, что при введении HUC-MSC
крысам с травматическим поражением головного
мозга в нейронах происходит модуляция профилей
генов париетальных цитокинов и хемокинов в сто-
рону противовоспалительной реакции, что, по мне-
нию авторов, является основой восстановления и
регенерации после нейротравмы (Lin et al., 2019).
Отмечая доступность и минимальный риск отторже-
ния HUC-MSC (Venkat et al., 2018), авторы обсужда-
ют эффективность различных вариантов доставки
HUC-MSC в очаг поражения при нейродегенератив-
ных заболеваниях (Ehrhart et al., 2018; Hwang et al.,
2019).

Отсутствие положительного эффекта или нега-
тивный результат при лечении с помощью HUC-
MSC цереброваскулярных заболеваний может быть
связан как с низкой, так и высокой дозой клеток, их
низкой функциональной активностью, тяжелым
клиническим течением заболевания и высокой сте-
пенью поражения ткани мозга (Laskowitz et al., 2018;
Karantanos et al., 2019).

КЛЕТКИ ПК ДЛЯ ТЕРАПИИ 
ИНФАРКТА МИОКАРДА

Попытки применения клеток ПК для лечения
инфаркта миокарда связаны с ограниченной способ-
ностью кардиомиоцитов к функциональному восста-
новлению и пролиферации после перенесенной
острой ишемии (рис. 1).

В клинических и экспериментальных исследова-
ниях показано, что при введении пациентам HUC-
MSC из ПК, или экзосом из них, отмечается умень-
шение площади инфаркта, снижение степени фиб-
роза миокарда, улучшение сократительной функции
желудочков сердца (Lim et al., 2018; Wang et al., 2018;
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Ni et al., 2019; Peng et al., 2019; Zhao et al., 2019). По-
ложительный эффект авторы связывают с продук-
цией клетками HUC-MSC фактора роста сосудов
(VEGF), трасформирующего ростового фактора
(TGF-В), а также со стимуляцией дифференцировки
внутрисердечных и экстракардиальных макрофагов
из подтипа M1 в M2 и снижением уровня IL-6 и га-
лектина-3 в циркуляции.

Однако важно отметить, что положительные эф-
фекты от введения HUC-MSC больным с инфарк-
том миокарда могут способствовать развитию чрез-
мерной васкуляризации пораженного участка и об-
разованию гемангиом, опосредованных избыточной
секрецией фактора VEGF стволовыми клетками
(Teng et al., 2015; Cho et al., 2017).

Кроме того, не существует единого мнения о спо-
собе и дозе вводимых пациенту HUC-MSC (Terashvi-
li, Bosnjak, 2019). В перспективе, лечение инфаркта
миокарда будет осуществляться не путем трансплан-
тации HUC-MSC, а введением пациентам везикул,
получаемых из стволовых клеток различного генеза,
предварительно модифицированных для конкрет-
ного пациента (Terashvili, Bosnjak, 2019).

КЛЕТКИ ПК ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА 

И САХАРНОГО ДИАБЕТА 1 И 2 ТИПОВ
Теоретической предпосылкой для терапии мета-

болического синдрома и сахарного диабета (СД)
2 типа (СД2) компонентами ПК является хрониче-
ское воспаление жировой ткани с формированием
инсулинорезистентности.

На модели лечения метаболического синдрома у
землеройки отмечено существенное снижение со-
держания глюкозы, липидов и экспрессии провос-
палительных цитокинов в крови на фоне роста сек-
реции инсулина и повышения чувствительности
тканей (печени, почки, поджелудочной железы) к ин-
сулину после трансплантации HUC-MSC (Pan et al.,
2016) (рис. 1).

В литературе широко описано применение HUC-
MSC и экзосом, полученных из этих клеток, для ле-
чения СД2 и его осложнений. Авторами описаны
различные протоколы, включающие использование
клеток в разных концентрациях и внеклеточных ве-
зикул, разные пути их введения (внутривенные,
внутриартериальные, интрапанкреатические) у лиц
с осложненным и не осложненным течением заболе-
вания (Pan et al., 2016). На фоне субъективного улуч-
шения состояния пациентов и уменьшения получае-
мой дозы инсулина, введение HUC-MSC сопровож-
далось снижением уровня глюкозы в крови и
нормализацией функции β-клеток поджелудочной
железы с замедлением разрушения тканей поджелу-
дочной железы. Полученные эффекты исследовате-
ли связывают с поляризацией баланса цитокинов в
сторону противовоспалительного профиля (IL-4,

IL-6 и TGF-β), регенерацией β-клеток поджелудоч-
ной железы, дифференцировкой имплантируемых
клеток ПК в инсулинпродуцирующие клетки, уве-
личением числа регуляторных Т-клеток (Treg) лим-
фоцитов (Li et al., 2013; Reddi et al., 2015; Chen et al.,
2016; Sun et al., 2018; Ulyanova et al., 2018) (рис. 1).

При СД1 целью применения ПК, богатой как
стволовыми, так и Treg-клетками, является ремоде-
лирование иммунных процессов в направлении по-
давления аутореактивных клонов Т-клеток для со-
хранения и восстановления оставшихся инсулин-
продуцирующих клеток (He et al., 2015; Theil et al.,
2015; Paul et al., 2018). Трансплантация HUC-MSC
пациентам с установленным СД1 способствовала
умеренному улучшению метаболических показате-
лей (Cai et al., 2016; Aziz et al., 2019; Stiner et al., 2019).
Кроме того, в экспериментальных и клинических
работах описано положительное влияние трансплан-
таций HUC-MSC на течение осложнений СД1: хро-
нической почечной недостаточности, трофических
язв (Park et al., 2012; Jung et al., 2018; Stiner et al., 2019).

Негативный эффект от применения HUC-MSC
или его отсутствие при лечении СД связывают с низ-
ким качеством трасплантированных клеток (непра-
вильными условиями криоконсервации, нарушени-
ем холодовой цепи), наличием у пациентов диабети-
ческого кетоацидоза и др. (Li et al. 2019).

Таким образом, применение HUC-MSC откры-
вает серьезные перспективы в лечении СД, однако
для широкого внедрения этого метода в клиниче-
скую практику потребуется серия масштабных ран-
домизированных исследований, для четкой детали-
зации показаний и противопоказаний к подобной
терапии, стандартизации самого метода (включая
получение HUC-MSC) и уточнения механизмов его
действия.

КЛЕТКИ ПК ДЛЯ ТЕРАПИИ 
ЦИРРОЗА ПЕЧЕНИ

Современные подходы к терапии цирроза печени
базируются на зависимой от этиологии фармакоте-
рапии, диетотерапии и обучении пациентов в специ-
ализированных клиниках (Kockerling et al., 2019).
Основанием для использования HUC-MSC в тера-
пии цирроза печени служит их высокая способность
дифференцироваться в клетки различных типов, в
том числе в гепатоциты, секретировать медиаторы с
противовоспалительным действием (цитокины, мик-
роРНК, факторы роста и др.) (Su et al., 2018) (рис. 1).

Некоторые исследования продемонстрировали
эффективность и безопасность трансплантации
HUC-MSC при циррозах, в результате которой было
выявлено значительное улучшение функции печени и
качества жизни пациентов (Tao et al., 2018; Liang et al.,
2017).

На модели фиброза печени крысы было показа-
но, что ядросодержащие клетки ПК человека могут
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дифференцироваться в гепатоциты, что сопровож-
дается улучшением как биохимических, так и гисто-
патологических показателей (Zhang et al., 2017; Li et
al., 2019; Moon et al., 2019).

В клинических исследованиях, проведенных с
участием пациентов с циррозом различного генеза,
которым на фоне стандартной поддерживающей те-
рапии были введены HUC-MSC, также отмечены
положительные результаты сопровождавшиеся
улучшением показателей по шкале Child-Turcotte-
Pugh (Qi et al., 2015; Mu et al., 2018; Tao et al., 2018).
Таким образом, трансплантация HUC-MSC в соче-
тании с комплексной базовой терапией цирроза пе-
чени может быть многообещающим вариантом ле-
чения таких пациентов. В приведенных источниках
указывается, что у части больных эффект был незна-
чительным, но серьезных осложнений авторами не
описано. Отмеченные в клинических публикациях
летальные исходы, возможно, связаны с трансплан-
тацией клеток больным, находящимся в терминаль-
ной стадии заболевания или с сопутствующей пато-
логией. Применение инфузий HUC-MSC требует
дальнейших рандомизированных исследований с
учетом этиологии заболевания, стадии клиническо-
го заболевания и степени поражения печеночной
ткани.

КЛЕТКИ ПК ДЛЯ ТЕРАПИИ 
ИММУНОЗАВИСИМЫХ 

И АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Применение ПК и ее компонентов при аутоим-

мунных заболеваниях, в основе патогенеза которых
лежит нарушение толерантности к собственным ан-
тигенам, определяется противовоспалительными,
ангиогенными и антиапоптотическими эффектами
этого продукта. Инфузии HUC-MSC при системной
красной волчанке (СКВ) сопровождались снижением
активности аутовоспалительного процесса, которое
связывают с регуляцией баланса клеток Treg/Th17, ак-
тивацией толерогенных дендритных клеток (ДК),
повышением уровня IFN-γ (Yuan et al., 2019; Ren et al.,
2016). В целом, применение HUC-MSC при СКВ
оказывало длительный (до 5–6 лет) положительный
клинический эффект, однако в ряде случаев были
отмечены рецидивы заболевания (Meng et al., 2018;
Wang et al., 2017) (рис. 1).

Одним из перспективных подходов для стимуля-
ции ремиелинизации при рассеянном склерозе яв-
ляется применение аллогенной трансплантации ме-
зенхимных стволовых клеток, в том числе получен-
ных из ПК. Положительные эффекты применения
HUC-MSC связывают не только с продукцией экзо-
сом, содержащих медиаторы регенерации нейронов,
но и со способностью этих клеток дифференциро-
ваться в глиальные, продуцирующие миелин (Ra-
fieemehr et al., 2015). В настоящее время проводится
более сорока зарегистрированных клинических ис-
пытаний по применению HUC-MSС для лечении

различных форм рассеянного склероза (идентифи-
каторы: NCT01364246, NCT02034188, NCT02587715
и др.). Испытания находятся на разных стадиях и но-
сят предварительный характер (Mehdipour et al.,
2019).

В клинических исследованиях отмечается без-
опасность и высокая терапевтическая эффектив-
ность инфузий HUC-MSС больным с различными
формами рассеянного склероза (РА); то же реги-
стрируется и у экспериментальных животных с РА
(Shin et al., 2016; Yu et al., 2019) (рис. 1).

Полученные эффекты обусловлены иммунорегу-
ляторным действием HUC-MSC в тканях сустава. В
ряде экспериментальных работ показано, что HUC-
MSC блокируют активацию инфломасом, индуци-
руют развитие клеток Treg, что сопровождается сни-
жением содержания факторов с провоспалительным
действием (IL-6, TNF-α, TGF-β, NF-κB, TLR-2,
MMP-3, COMP-1 и RF) в тканях, улучшением анти-
оксидантного профиля и повышенной продукцией
противовоспалительного медиатора IL-10 (Sun et al.,
2017; Abdelmawgoud, Saleh, 2018). Приведенные ре-
зультаты требуют дополнительных исследований без-
опасности, побочных и отдаленных эффектов, стан-
дартов качества, частоты и доз вводимых клеток.

КЛИНИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
ПЛАЗМЫ (СЫВОРОТКИ) ПК

Несмотря на значительную вариабельность со-
става плазмы (сыворотки) пуповинной крови и
сложность стандартизации, ее клиническое приме-
нение находит все более широкое распространение в
самых различных отраслях медицинской практики.

Терапия глазных болезней. В клинике плазму ПК
используют в терапии различных заболеваний глаз-
ной поверхности, включая синдром сухого глаза,
стойкий эпителиальный дефект роговицы, язву ро-
говицы, ожоговую травму глазной поверхности, ре-
цидивирующую эрозию роговицы и дефицит лим-
бальных стволовых клеток (Sharma et al., 2011; Soni,
Jeng, 2016). Механизм действия глазных капель на
основе плазмы ПК определяется высокой концен-
трацией в них факторов роста и цитокинов, стиму-
лирующих пролиферацию и миграцию клеток по-
верхности глаза (Giannaccare et al., 2017). Так, при-
менение плазмы ПК, богатой факторами роста,
стимулировало восстановление роговицы глаза без
рубцов, по сравнению с аутологичной сывороткой
(Anitua et al., 2015). Кроме того, капли, приготовлен-
ные на основе сыворотки ПК, обладают бактериоста-
тическим действием, благодаря высокому содержанию
в них IgG, лизоцима и компонентов системы компле-
мента (Yoon, 2014). Описаны положительные клиниче-
ские эффекты по использованию глазных капель на
основе лизата тромбоцитов, полученных из ПК
(Soni, Jeng, 2016) (рис. 1).
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К положительным результатам терапии плазмой,
полученной из ПК, относятся быстрое заживление
послеоперационных ран, эффективное восстанов-
ление поверхности глаза, высокая пролиферация бо-
каловидных клеток, улучшение показателей чувстви-
тельности роговицы и уменьшение помутнения, со-
кращение сроков лечения и др. (Bernabei et al., 2019).
При назначении необходимо учитывать состояние
пациента, форму и степень поражения глазной по-
верхности (Giannaccare et al., 2017). Несмотря на не-
сомненные успехи применения глазных капель на
основе плазмы ПК, не решенным остается ряд во-
просов, недавно сформулированных (Bernabei et al.,
2019). Предметом обсуждения являются процедуры
заготовки, стандартизации, показания к терапии,
длительность курсов и др.

По мнению упомянутых авторов, для внедрения
таких препаратов в клиническую практику, потребу-
ется значительная междисциплинарная работа с
проведением рандомизированных контролируемых
испытаний (Bernabei et al., 2019).

Терапия возрастных изменений. С начала 2000-х
годов в литературе появилась еще одна потенциаль-
ная область применения плазмы ПК. Обнаружено,
что переливание плазмы ПК старым животным, в
отличие от переливания им плазмы молодых живот-
ных, не только вызывает омолаживающий эффект,
но и способствует нейрогенезу, улучшению функ-
ций гиппокампа, повышению обучаемости и восста-
новлению памяти (Castellano et al., 2017).

Предполагают, что стимулирующее действие
плазмы ПК обусловлено, как уже упоминалось ра-
нее, наличием в ней ростовых факторов и разнооб-
разных сигнальных молекул, обеспечивающих рост
и развитие плода. На роль таких факторов претенду-
ет более десятка молекул, например белок TIMP2 (тка-
невой ингибитор металлопротеиназы 2), GDF-11
(фактор тканевой дифференцировки 11) и др. (Moska-
lev et al., 2015; Castellano et al., 2017). В качестве носи-
телей биоактивных молекул могут выступать и экзо-
сомы, которые обладают терапевтическим эффектом,
доставляя в ткани микроРНК (miRNA) (Hu et al., 2019)
(рис. 1).

Логично предположить, что экспериментальные
работы послужат основой для клинических разрабо-
ток в этом направлении. Однако в настоящее время
зарегистрировано всего два клинических исследова-
ния, посвященных безопасности и эффективности
применения плазмы ПК для улучшения качества
жизни пожилых лиц (https://clinicaltrials.gov/). Оба
исследования не завершены, их результаты не опуб-
ликованы (Yoo et al., 2016).

Терапия нейродегенеративных заболеваний. Обна-
деживающие результаты получены при использова-
нии плазмы (сыворотки) ПК в лечении ряда нейро-
дегенеративных заболеваний. На мышиной модели
болезни Альцгеймера введение плазмы ПК оказывало
положительное действие, проявляющееся в уменьше-

нии количества β-амилоидных бляшек, улучшении
когнитивных функций (Habib et al., 2018) и восстанов-
лении функций гипокампа (Middeldorp et al., 2016;
Castellano et al., 2017) (рис. 1).

На модели болезни Паркинсона после введения
плазмы ПК описано улучшение выживаемости до-
фаминергических нейронов в компактной части
черной субстанции (SNpc) (Lee et al.,2019). Получен-
ные положительные эффекты авторы связывают не
только с высокой концентрацией в плазме ПК спек-
тра противовоспалительных цитокинов и факторов
роста, но и с описанным в эксперименте in vitro эф-
фектом снижения апоптотической гибели и увели-
чением жизнеспособности мононуклеарных клеток,
полученных от больных боковым амниотрофиче-
ским склерозом (Ehrhart et al., 2018). Таким образом,
плазма (сыворотка) ПК является перспективным
средством, обладающим высоким потенциалом для
лечения нейродегенеративных заболеваний (рис. 1).

Однако клинические испытания с применением
плазмы ПК в этой отрасли медицины пока немного-
численны. В клиническом исследовании
(NCT022563060) на небольшой выборке пациентов с
болезнью Альцгеймера продемонстрирована отно-
сительно хорошая переносимость инфузии плазмы
ПК. Однако на фоне улучшения навыков повседнев-
ной жизни, улучшения познавательных способно-
стей пациентов не происходило, эффект от плазмы
молодых доноров (18–30 лет) был более выражен-
ным (Sha et al., 2019). По-видимому, наиболее пер-
спективным подходом для лечения нейродегенера-
тивных заболеваний в составе комплексной фарма-
кологической коррекции будет применение плазмы
ПК вместе с клетками ПК, в частности, использова-
ние плазмы ПК в качестве буферного раствора для
клеток ПК перед введением пациентам, которое мо-
жет повысить жизнеспособность клеток и, соответ-
ственно, усилить терапевтическое действие при ле-
чении склероза (Ehrhart et al., 2018). Несмотря на
очевидные возможности применения плазмы ПК в
клинике нейродегенеративных заболеваний, ее ши-
рокое применение потребует проведения больших
рандомизированных клинических исследований.

Культивирование клеток. В регенеративной меди-
цине использование сыворотки и лизата тромбоци-
тов из ПК находит все более широкое применение в
связи с поиском оптимального состава сред для
культивирования клеток, предназначенных для кли-
нического применения, и не содержащих ксеноген-
ных компонентов (рис. 1).

Высокие концентрации растворимых факторов
роста в плазме ПК позволяют рассматривать ее в ка-
честве альтернативы традиционно применяемой
при культивировании клеток фетальной бычьей сы-
воротки (ФБС) (Pereira et al., 2014). Проведен срав-
нительный анализ состава плазмы ПК и ФБС (Ca-
seiro et al., 2018). Отмечено, что в плазме ПК реги-
стрируется более высокий уровень глюкозы и более
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низкое содержание глутамата, лактата и аминокис-
лот аланинина, лейцина, изолейцина и валина. По
уровню протеиногенных аминокислот, нуклеоти-
дов, и липидов эти добавки к культуральным средам
мало отличаются (Caseiro et al., 2018). Плазму ПК
предлагается использовать в качестве добавки к сре-
де, не содержащей сыворотку животных, для роста,
поддержания и дифференциации как клеток ПК, так
и других МСК для наращивания этих клеток в кли-
нических масштабах (Wu et al., 2015; Blázquez-
Prunera et al., 2017; Pour et al., 2020).

Добавление в бессывороточную среду плазмы ПК
вместо ФБС позволило добиться значительного ро-
ста эндотелиальных клеток in vitro, что расширяет
возможности их терапевтического применения
(Huang et al., 2011; Pereira et al., 2014). При использо-
вании сыворотки ПК в комбинации с сывороточ-
ным альбумином человека описано существенное
увеличение кратности CD34+-клеток, по сравнению
с применением ФБС (Kwok et al., 2007). Другие авторы,
напротив, не отмечают заметных отличий пролифера-
тивной активности и других характеристиках клеток
ПК при добавлении плазмы ПК вместо ФБС в культу-
ральную среду с МСК (Ding et al., 2013) (рис. 1).

Однако в целом, публикации о применении плаз-
мы (сыворотки) ПК при культивировании клеток
свидетельствуют о ее существенных преимуществах:
доступности, относительной безопасности для куль-
тивирования, наращивания и последующего клини-
ческого применения МСК (Pour et al., 2020). Кроме
того, известен факт, что ФБС потенциально может
передавать зоонозные заболевания (в том числе при-
онные), а также вызывать иммунные реакции на ее
компоненты (Mackensen et al., 2000). Поскольку ко-
нечной целью исследований в этой области является
применение клеток для трансплантации пациентам,
то принципиальным остается вопрос о безопасном
применении такого продукта (например, риск ин-
фекционного заражения) (Caseiro et al., 2018).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оптимистичные результаты приведенных экспе-

риментальных и клинических исследований приме-
нения ПК и ее компонентов требуют критического и
осторожного рассмотрения перед широким внедре-
нием этих методов в клинику. Необходимы дальней-
шие исследования возможных механизмов действия,
стандартизация протоколов получения и введения ПК.
Необходимо четко стандартизировать методы получе-
ния и тестирования компонентов ПК – плазмы, эрит-
роцитарной массы и качества клеток. Безусловно,
необходимо проведение тщательного анализа отда-
ленных результатов и возможных осложнений после
применения ПК и ее компонентов в клинической
практике. Кроме того, в Российской Федерации, на
сегодняшний день, нет надлежащей нормативно-
правовой базы по обращению пуповинной крови и
ее компонентов, что является сдерживающим фак-

тором развития клеточных технологий и регенера-
тивной медицины и внедрения научных исследова-
ний в клиническую практику. Возможно, что создан-
ная в 2019 г. в РФ ассоциация специалистов и
организаций в области заготовки, хранения, примене-
ния клеток ПК и клеточных технологий “РУСКОРД”
поможет преодолеть отставание в этой области. За-
дача ассоциации – формирование консолидирован-
ного профессионального (экспертного) мнения спе-
циалистов по вопросам стратегического развития и
разработки российских стандартов для сбора, про-
цессинга, хранения и выдачи ПК для применения,
разработка и утверждение клинических рекоменда-
ций (протоколов) по применению клеточных техно-
логий (www.ruscord.ru).
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The article provides a brief description of the components of umbilical cord blood (UCB). Variants of the use of
UCB and its components, in particular, mesenchymal stem cells, in experimental biology and medicine, to activate
the regeneration of organs and tissues, as part of complex measures for the treatment of chronic diseases of various
origins (blood diseases and primary immunodeficiencies, neurodegenerative diseases, myocardial infarction , obe-
sity, diabetes mellitus, liver cirrhosis, immune-dependent and autoimmune pathologies, etc.). The review also pres-
ents cases of the use of serum (plasma) UCB in postoperative recovery, for the treatment of eye and neurodegener-
ative diseases, in the treatment of age-related changes. The possibility of using serum/plasma UCB in the enrich-
ment of culture media for the growth of various cell cultures used in regenerative medicine is described. The
importance and necessity of standardization of methods for obtaining UCB and its components, their testing and
routes of administration, as well as regulating the use of UCB and its components in clinical practice is emphasized.
Particular attention in the review is paid to the use of UCB and its components in experimental biology for modeling
the processes of reparation and regeneration of organs and tissues in model animals.

Keywords: umbilical cord blood, mesenchymal stem cells obtained from human PC, plasma, serum, erythrocyte
mass
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Цель исследования – выяснить, как влияет внутривенная трансплантация мезенхимных стволовых клеток
человека (МСКч), проведенная в день ишемии/реперфузии, на плотность сосудистой сети, реактивность
пиальных артерий и тканевую перфузию в коре головного мозга через 7, 14 и 21 сут после ишемического
воздействия. С помощью установки для изучения микроциркуляции исследовали плотность всей микро-
сосудистой сети и плотность артериальных сосудов в пиальной оболочке сенсомоторной коры крыс, пе-
ренесших ишемию/реперфузию (И/Р) головного мозга, после внутривенной трансплантации МСКч. На
этой же установке исследовали реактивность пиальных артерий на воздействие ацетилхолина (ACh). Па-
раллельно с помощью лазерного допплерографа ЛАКК-М в сенсомоторной коре измеряли показатель
перфузии (П). Наиболее значительно плотность всей микрососудистой сети и плотность артериальных со-
судов понизились по сравнению с ложнооперированными (ЛО) крысами в первые 7 сут после И/Р: в сред-
нем в 1.6 и 1.4 раз соответственно. Через 14 сут эти показатели составляли 1.4 и 1.2 раза, а через 21 сут – 1.2
и 1.3 раза. У животных, перенесших И/Р, значительно ухудшалась реактивность пиальных артерий на
ACh. Через 7 сут после И/Р количество дилатирующих артерий понизилось в 1.4–1.7 раза, через 14 сут – в
1.6–1.9 раза, через 21 сут – в 1.2–1.7 раза. При этом через 21 сут статистически значимо понижался уровень
П в среднем в 1.6 раза. Внутривенное введение МСКч привело к сохранению плотности микрососудистой
сети пиальной оболочки у крыс на всех сроках после И/Р на уровне контрольных животных. Реактивность
в группе клеточной терапии также не отличалась от контрольных значений. Уровень П через 21 сут после
И/Р был ниже, чем в ЛО группе в 1.2 раза, но статистически значимо выше, чем у крыс с ишемическим
повреждением головного мозга без введения МСКч. Заключение: внутривенная трансплантация МСКч
позволила предотвратить деградацию микрососудистого русла в коре головного мозга крыс после И/Р и
сохранить реактивность пиальных артерий на уровне контрольных животных.

Ключевые слова: ишемия/реперфузия, головной мозг, внутривенная трансплантация, мезенхимные ство-
ловые клетки, плотность микрососудистого русла, реактивность, перфузия
DOI: 10.31857/S0041377121050114

Нарушение мозгового кровообращения вслед-
ствие образования тромба или длительного спазми-
рования церебральных артерий – одно из наиболее
распространенных патологических состояний в со-
временной повседневной жизни (Шляхто и др.,
2012). Примерно в 30% случаев развитию инсульта
предшествуют кратковременные преходящие нару-
шения мозгового кровообращения, не приводящие
к развитию инфаркта, так называемые транзитор-

ные ишемические атаки (ТИА). Одним из основных
факторов, определяющих исход и отдаленные по-
следствия ТИА, является состояние мозговой гемо-
динамики – степень ее нарушения и выраженность
компенсаторных механизмов. Возникновение по-
вторных ишемических поражений головного мозга
во многом связывают с формированием микро- и
макроангиопатий, приводящих к развитию гемоди-
намических нарушений, в основе которых лежит эн-
дотелиальная дисфункция (ЭД). К настоящему вре-
мени доказано, что эндотелиальные клетки прини-
мают участие во многих процессах регуляции
гемостаза и микроциркуляции (Манухина, Малы-
шев, 2003; Gimbrone, Garcia-Cardena, 2016). Разви-
тие ЭД приводит к дисбалансу выработки веществ,

Принятые сокращения: АД – артериальное давление; ЛО –
ложнооперированные крысы; МСК и МСКч – мезенхимные
стволовые клетки и МСК человека соответственно; П – пока-
затель перфузии; И/Р – ишемия/реперфузия; ТИА – транзи-
торные ишемические атаки; ЭД – эндотелиальная дисфунк-
ция; AСh – ацетилхолин.
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вызывающих вазодилатацию и вазоконстрикцию,
усиливаются пролиферация гладкомышечных кле-
ток, процессы адгезии и тромбообразования. Стен-
ки мозговых артерий теряют эластичность, утолща-
ются, уменьшается сосудистый просвет, что может
вызывать ухудшение снабжения ткани головного
мозга кислородом.

Разработка способов восстановления мозговой
микроциркуляции и функций эндотелия церебраль-
ных сосудов при различных патологиях – актуаль-
ная задача современных медицины и биологии.
Применение с этой целью мезенхимных стволовых
клеток (МСК) является инновационным и очень
перспективным подходом. В многочисленных рабо-
тах за последние 30 лет показано, что транспланта-
ция МСК после ишемических или травматических
повреждений головного мозга приводит к уменьше-
нию объема поврежденной ткани, сохранению
функции нейронов в пограничной с повреждением
зоне, восстановлению микроциркуляции (Feng et al.,
2016; Fitzsimmons et al., 2018). Применение МСК для
восстановления функции эндотелия церебральных
сосудов после ТИА – практически не исследован-
ный путь коррекции постишемических осложнений.
К настоящему времени в работах in vitro и in vivo до-
казано, что МСК способны модулировать воспали-
тельные (Newman et al., 2009), иммунные процессы
и окислительный стресс (Calio et al., 2014), особенно
в условиях ишемии. В отдельных работах показано,
что МСК могут дифференцироваться в эндотелиаль-
ные клетки (Pu et al., 2016) и оказывать протекторное
воздействие на эндотелиальные клетки церебральных
сосудов после ишемического инсульта (Chung et al.,
2015; Liu et al., 2019).

Цель исследования – выяснить, как влияет внут-
ривенная трансплантация МСКч, проведенная в
день ишемии/реперфузии, на плотность сосудистой
сети, реактивность пиальных артерий и тканевую
перфузию в коре головного мозга через 7, 14 и 21 сут
после ишемического воздействия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена на животных из биоколлекции
“Коллекция лабораторных млекопитающих разной
таксономической принадлежности” Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН, поддержанной
программой биоресурсных коллекций ФАНО Рос-
сии. Исследования проводили в соответствии с ре-
гламентом, установленным МЗСР РФ № 708н от
23.08.10 (“Правила лабораторной практики”), Ди-
рективой 2010/63/EU Европейского парламента и
Совета Европейского Союза по охране животных,
используемых в научных целях, и рекомендациями
биоэтической комиссии Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН.

Животные. Эксперименты проведены на крысах-
самцах Wistar (n = 85). Животных содержали в стан-

дартных условиях вивария при естественном осве-
щении и свободном доступе к воде и пище.

Ишемия/реперфузия. У наркотизированных хло-
ралгидратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы
тела) крыс ишемию воспроизводили с использова-
нием техники 12-минутной окклюзии обеих сонных
артерий с одновременной управляемой гипотензией
(снижение и строгое поддержание артериального
давления (АД) на уровне 45 ± 3 мм рт. ст. путем забо-
ра/реинфузии крови в гепаринизированный
шприц). Прямое измерение АД производили через
катетер в бедренной артерии, соединенный с датчи-
ком DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Синга-
пур), подключенным к компьютеру, работающему с
оригинальной программой визуализации значений
АД, разработанной в нашей лаборатории. По окон-
чании периода ишемии производили полную реин-
фузию забранной крови. После ушивания операци-
онных ран и выхода из наркоза (на подогреваемых
столиках) животных возвращали в клетки обычного
содержания.

МСКч и их трансплантация. Для внутривенной
трансплантации использовали мезенхимные ство-
ловые клетки человека (МСКч), полученные от од-
ного донора. Выделение МСК из костного мозга, их
культивирование и фенотипирование проводили в
ООО “Транс-Технологии” по стандартным, обще-
принятым методикам с минимальными изменения-
ми (Azizi et al., 1998; Penfornis, Pochampally, 2011). В
частности, для культивирования МСКч использовали
питательную среду α-МЕМ (Hyclone, Новая Зелан-
дия), с добавлением 20% сыворотки крови эмбрионов
коров (Gibco, США) и 100 мкг/мл пеницилли-
на/стрептомицина (Gibco, США). Фенотипирование
МСКч проводили методом проточной цитофлуори-
метрии на проточном цитофлуориметре FACSscan
(Beckton Dickinson, США). МСКч окрашивали с по-
мощью антител против позитивных маркеров CD90,
CD105, CD44, CD73 и антител против негативных
маркеров CD45, CD34, CD14, CD11b, HLA-DR и
7AAD (Beckton Dickinson, США). Для транспланта-
ции использовали МСКч на 2–3 пассажах. Внутри-
венная трансплантация была проведена крысам че-
рез 1 ч после И/Р головного мозга. Каждому живот-
ному было введено 5 млн МСКч в 30 мкл
культуральной среде.

Все последующие хирургические и эксперимен-
тальные действия были проведены на наркотизиро-
ванных внутрибрюшинно (золетил (20 мг/кг) (Vir-
bac, Франция) крысах; эвтаназия проведена путем
введения увеличенной дозы золетила.

Группы животных. 1. Контрольная группа: ложно-
оперированные (ЛО) крысы Вистар, которые под-
вергались оперативному вмешательству, но без про-
ведения И/Р. Исследования плотности сосудистой
сети, реактивности пиальных артерий и перфузии в
сенсомоторной коре у данной и всех последующих
групп на отдельных подгруппах животных (острые
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опыты) были проведены через 7, 14, 21 сут после хи-
рургического воздействия. Вес крыс и АД на 7 сут
(n = 9) составляли 245 ± 13.8 г и 139 ± 5.6 мм рт. ст.
соответственно, на 14 сут (n = 10) – 303 ± 12.7 г и
133 ± 4.6 мм рт. ст. соответственно, на 21 сут (n = 9) –
330 ± 12.2 г и 135 ± 2 мм рт. ст. соответственно.

2. Крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга. Вес и АД на 7 сут (n = 9) составляли
259 ± 12.1 г и 149 ± 4.7 мм рт. ст. соответственно, на
14 сут (n = 8) – 256 ± 5.2 г и 133 ± 5.3 мм рт. ст. со-
ответственно и на 21 сут (n = 9) – 318 ± 4.2 г и 124 ±
± 3.9 мм рт. ст. соответственно.

3. Крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга и внутривенно введены МСКч. Вес
и АД на 7 сут (n = 9) составляли 250 ± 11.3 г и 144 ±
±4.1 мм рт. ст. соответственно, на 14 сут (n = 10) –
306 ± 9.9 г и 134 ± 4.9 мм рт. ст. соответственно и на
21 сут (n = 12) – 327 ± 6.3 г и 123 ± 5.7 мм рт. ст. соот-
ветственно.

Визуализация и мониторинг микрососудистой сети.
Для проведения прижизненного исследования реак-
ций пиальных артерий в теменной области черепа
животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2). Твер-
дую мозговую оболочку в пределах отверстия удаля-
ли, тем самым открывая поле для дальнейшего ис-
следования. Поверхность мозга непрерывно ороша-
ли раствором Кребса (pH 7.4), температура которого
составляла 37°C. На протяжении всего эксперимен-
та контролировали среднее АД, показатели которого
в течение всего эксперимента оставались примерно
на одном уровне и составляли 134 ± 5 мм рт. ст. Тем-
пературу тела животных в течение всего опыта под-
держивали на уровне 38°C. Визуализацию пиальных
артерий проводили с помощью оригинальной уста-
новки, включающей в себя стереоскопический мик-
роскоп MC-2ZOOM (Микромед, Россия), цветную
камеру – видеоокуляр для микроскопа DCM-510
(Scopetek, Китай) и персональный компьютер. На ста-
тических изображениях с помощью компьютерной
программы для цитофотометрии Photo M (авторская
разработка А. Черниговского, http://www.t_lambda.
chat.ru) определяли количество артерий и общее ко-
личество микрососудов на определенной площади.
Затем измеряли диаметры пиальных артериальных
сосудов. В ходе эксперимента у каждого животного
было исследовано более 40 пиальных артерий. Диа-
метр артерий фиксировали в стандартных условиях
при непрерывном орошении поверхности мозга рас-
твором Кребса и при орошении мозга раствором аце-
тилхолина (AСh) (10–7 М/л) (Sigma-Aldrich, USA).
Экспериментально показано, что пиальные микро-
сосуды разного диаметра реагируют на воздействие
ACh не одинаково: чем меньше исходный диаметр,
тем больше реакция (Горшкова и др., 2016). В связи
с этим мы также разбили все исследованные пиаль-
ные артериальные микрососуды на группы: более
40 мкм, 20–40 мкм, менее 20 мкм. О результатах воз-

действия ACh судили по количеству расширившихся
артериальных сосудов и по степени их расширения.

У тех же экспериментальных животных с помо-
щью многофункционального лазерного диагности-
ческого комплекса ЛАКК-М (ЛАЗМА, Россия) из-
меряли перфузию (П) в ткани коры головного мозга.
Датчик прибора размещали в 3х точках над сенсомо-
торной корой с приблизительными координатами
АР = 1, 2, 3 мм от брегмы; SD = 1.0 мм латерально
от сагиттального шва. Прилагаемое к комплексу
ЛАКК-М программное обеспечение автоматически
рассчитывало среднюю величину показателя микро-
циркуляции – П.

Статистическая оценка данных. Математическая
обработка полученных данных проведена с исполь-
зованием пакета статистических программ Microsoft
Excel 2003 и программы InStat 3.02 (GraphPad Soft-
ware Inc., США). Данные представлены в виде сред-
него арифметического значения и его ошибки.
Сравнение средних данных независимых выборок
при нормальном характере распределения вариант в
совокупности данных (выборке) рассчитывали при
помощи дисперсионного анализа с последующим
попарным сравнением групп согласно критерию
Тьюки. При распределении вариант в выборке, при
распределении отличном от нормального, при срав-
нении групп применяли критерий Краскела−Уолли-
са с последующим попарным сравнением групп со-
гласно критерию Данна. Достоверным уровнем от-
личий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ культуры МСКч методом проточной ци-

тофлуориметрии показал, что она состояла на 99.7%
из CD90+, CD73+, CD105+, CD44+-клеток (соб-
ственно МСК), на 0.3% CD45+, CD34+-клеток (клет-
ки гемопоэтического ряда) и на 0.5% из CD14+,
CD11b+, HLA-DR+. 7AAD+-клеток (нежизнеспособ-
ных) было не более 0.9–1%.

Результаты исследования плотности микрососу-
дистой сети пиальной оболочки сенсомоторной ко-
ры у ЛО и крыс, перенесших И/Р головного мозга,
представлены на рис. 1. После И/Р у крыс плотность
всей микрососудистой сети и плотность артериаль-
ных сосудов наиболее значительно понижались по
сравнению с ЛО в первые 7 сут – в среднем в 1.6 и
1.4 раз соответственно. Через 14 сут плотность всей
микрососудистой сети и плотность артериальных
сосудов были ниже, чем в ЛО группе соответственно
в 1.4 и 1.2 раза, а через 21 сут – в 1.2 и 1.3 раза. В груп-
пе животных, перенесших И/Р, которым была про-
ведена внутривенная трансплантация МСКч, плот-
ность микрососудистой сети пиальной оболочки со-
хранилась в полном объеме на уровне ЛО крыс в
течение всего периода исследования.

В группе животных, перенесших И/Р головного
мозга, мы выявили значительное ухудшение реак-
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тивности стенок пиальных артерий при аппликации
на поверхность мозга ACh (рис. 2). У крыс из этой
группы, число артериальных сосудов, ответивших
расширением (увеличением диаметра) на воздей-
ствие ACh, через 7 сут понизилось в 1.4–1.7 раза, че-
рез 14 сут – в 1.6–1.9 раза, через 21 сут – в 1.2–1.7 раза
по сравнению с ЛО крысами. По степени изменения
диаметров (данные не показаны) не было выявлено
различий между группами животных. Применение
МСКч позволило сохранить реактивность пиальных
артерий на уровне ЛО животных. Как видно из
рис. 2, в группе клеточной терапии расширением на
воздействие ACh ответило столько же артериальных
микрососудов, сколько и в контрольной группе.
Степень их расширения была такой же, как у ЛО жи-
вотных.

Уровень П в ткани сенсомоторной коры через 7 и
14 сут у всех животных, перенесших И/Р головного
мозга, оставался примерно таким же, как у ЛО крыс
(рис. 3). На 21 сут после И/Р мы выявили значитель-
ное понижение П в среднем в 1.6 раза в группе крыс,

подвергнутых только И/Р. У животных из группы
клеточной терапии на 21 сут после ишемии также
было выявлено понижение П, но менее значимое (в
среднем в 1.2 раза).

ОБСУЖДЕНИЕ
К нарушению функций нейрососудистой едини-

цы при церебральной ишемии приводит как резкое
понижение кровотока в ткани мозга, так и его вос-
становление (Bai, Lyden, 2015; Kalogeris et al., 2017).

Рис. 1. Показатель плотности микрососудистого русла у
ЛО и перенесших ишемию крыс. а – Плотность артери-
ального участка микрососудистой сети тонуса, б – плот-
ность всего исследованного участка сосудистой сети.
Темная заливка – ЛО крысы; светлая заливка – крысы,
перенесшие ишемию; штриховка – крысы, перенесшие
ишемию, которым в день операции была проведена внут-
ривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – вре-
мя, прошедшее после ишемии; по вертикали – показа-
тель плотности микрососудистого русла. Звездочками от-
мечены значимые изменения по сравнению с
соответствующими значениями у ЛО животных данной
группы (*р < 0.05, ***р < 0.001, критерий Краскела–Уол-
лиса с последующим попарным сравнением групп со-
гласно критерию Данна).
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Рис. 2. Число пиальных артерий, ответивших дилатацией
на воздействие ацетилхолина. а – 7 сут после ишемии,
б – 14 сут после ишемии, в – 21 сут после ишемии. Темная
заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенес-
шие ишемию, штриховка – крысы, перенесшие ише-
мию, которым в день операции была проведена внутри-
венная трансплантация МСКч. По горизонтали – диа-
метр сосудов, по вертикали – число сосудов,
расширившихся в ответ на воздействие ACh, % от общего
числа реакций на ACh в группе. Звездочками отмечены
значимые изменения по сравнению с соответствующими
значениями у ЛО животных данной группы (*р < 0.05,
**р < 0.01, ***р < 0.001, критерий Краскела–Уоллиса с по-
следующим попарным сравнением групп согласно кри-
терию Данна).
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Оптимальная терапевтическая стратегия при лече-
нии последствий ишемии – минимизировать разви-
тие таких патологических процессов, как воспале-
ние, окислительный стресс, нарушение метаболиз-
ма, эндотелиальная дисфункция. Применение МСК
позволяет купировать тканевое воспаление (New-
man et al., 2009) и развитие окислительного стресса
(Calio et al., 2014). МСК выделяют нейропротектор-
ные вещества (Mahmood et al., 2004). В последние
годы в зарубежной литературе появился ряд публи-
каций, доказывающих, что трансплантация МСК
восстанавливает функцию эндотелия мозговых со-
судов (Chung et al., 2015; Abumaree et al., 2017). Ранее
на старых, спонтанно гипертензивных крысах и на
животных, перенесших нефрэктомию, мы наблюда-
ли восстановление плотности микрососудистого
русла пиальной оболочки, функций эндотелия пи-
альных артерий и П в коре головного мозга в течение
года после интрацеребральной или внутривенной
трансплантации МСК (Соколова, Полынцев, 2017;
Соколова, Павличенко, 2020). Такой же положи-
тельный эффект от внутривенной трансплантации
МСК в день моделирования ишемического воздей-
ствия мы наблюдаем и в представленном исследова-
нии. У крыс, перенесших И/Р через 7, 14 и 21 сут
плотность всей микрососудистой сети пиальной обо-
лочки снижалась в 1.4, 1.2, 1.3 раза соответственно;
плотность артериального участка – в 1.6, 1.4 и 1.2 раза
соответственно. После клеточной терапии у живот-
ных полностью сохранялась сосудистая сеть пиаль-
ной оболочки в течение всего периода наблюдений
(рис. 1). Вероятно, в данном случае мы имеем дело
именно с сохранением нативных сосудов (особенно
в первые 7 сут), связанным с выделением МСК про-
текторных факторов. Наиболее значимо то, что с по-
мощью МСК удалось не просто сохранить структуру
микрососудистой сети, но и предотвратить развитие
ЭД. Ишемическое воздействие резко негативно по-
влияло на состояние эндотелиальных клеток пиаль-
ных артерий (рис. 2): на воздействие ацетилхолина
на 7, 14 и 21 сут после И/Р головного мозга расшире-
нием ответило в 1.2–1.9 раза меньше сосудов, чем у
контрольных крыс. Ранее нами было показано, что
через 7 дней после ишемии в периферической крови
отмечается увеличение содержания циркулирующих
эндотелиальных клеток, что может быть связано с
усилением десквамации эндотелиальных клеток в
результате повреждения эндотелия (Горшкова и др.,
2016). Нарушение целостности эндотелиального
слоя в этот отрезок постишемического периода мо-
жет быть причиной наблюдающегося в дальнейшем
ухудшения вазодилататорных эндотелий-зависимых
сосудистых реакций на ACh. Следовательно, кратко-
временная ишемия приводит к развитию ЭД в пи-
альных артериальных сосудах и к 21 сут восстановле-
ния функции эндотелия не произошло. Применение
МСК позволило полностью предотвратить развитие
ЭД у ишемизированных животных в течение всего
периода наблюдений (рис. 2). Эндотелиальные клет-

ки секретируют ряд вазоактивных веществ, поддер-
живая гомеостаз сосудистой стенки и модулируя сосу-
дистый ответ на эндогенные и экзогенные воздействия
(Ierssel et al., 2015). Скорость тканевого кровотока регу-
лируется расслаблением/сокращением гладкомышеч-
ных клеток в стенке артерий. Для адекватного обеспе-
чения кислородом в ткани головного мозга должен
поддерживаться определенный уровень скорости кро-
вотока, интегральным показателем которого являет-
ся измеряемая нами перфузия (П). Статистически
значимое понижение П мы наблюдали у всех крыс,
перенесших И/Р головного мозга только на 21 сут. В
группе животных, которым была проведена только
И/Р П понизилась примерно в 1.6 раза по сравнению
с ЛО крысами. В группе клеточной терапии пониже-
ние П было менее выражено: в среднем в 1.2 раза ни-
же, чем у ЛО животных, но статистически значимо
выше, чем у крыс, перенесших только И/Р. Показа-
тель П прямо пропорционален скорости и количе-
ству эритроцитов в зондируемом тканевом объеме
(Крупаткин, Сидоров, 2013). Сохранение уровня П у
крыс после И/Р головного мозга в первые 14 сут мо-
жет быть связано с увеличением линейной скорости
кровотока и/или с явлениями застоя крови в сосудах
коры головного мозга. Возможные механизмы ухуд-
шения П к 21 сут могут включать понижение плот-
ности микрососудистой сети, сдавливание просвета
сосудов набухшими отростками астроцитов, внутри-
сосудистое скопление эритроцитов, тромбоцитов,
лейкоцитов (Bai, Lyden, 2015).

Рис. 3. Изменение показателя микроциркуляции голов-
ного мозга у ЛО и перенесших ишемию крыс. Темная за-
ливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие
ишемию, штриховка – крысы, перенесшие ишемию, ко-
торым в день операции была проведена внутривенная
трансплантация МСКч. По горизонтали – время, про-
шедшее после ишемии; по вертикали – показатель пер-
фузии. Звездочками отмечены значимые изменения по
сравнению с соответствующими значениями у ЛО жи-
вотных данной группы (*р < 0.05, ***р < 0.001, критерий
Краскела–Уоллиса с последующим попарным сравнени-
ем групп согласно критерию Данна).
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Положительный эффект от клеточной терапии
мы, как и другие исследователи (Kalogeris et al.,
2017), связываем с паракринной функцией МСК.

Итак, внутривенная трансплантация МСКч по-
сле ишемии/реперфузии привела к сохранению
структуры микрососудистой сети пиальной оболоч-
ки коры головного мозга и предотвратила развитие
эндотелиальной дисфункции в пиальных артериях.
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Correction of Post-Ischemic Microcirculation Disturbances in the Rat Brain Cortex
by Application of Mesenchymal Stem Cells

I. B. Sokolovaa, *, O. P. Gorshkovaa, and N. N. Pavlichenkob

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 199034 Russia
b Trans-Technologies, Ltd, St. Petersburg, 192148 Russia

*e-mail: SokolovaIB@infran.ru

The aim of the work was to examine the effect of intravenous transplantation of human mesenchymal stem cells
(hMSC) carried out on the day of ischemia/reperfusion on the density of the microvascular network, reactivity of
arterial vessels, and tissue perfusion in the cerebral cortex of rats on 7, 14 and 21 day after ischemia. Using an appa-
ratus for studying microcirculation, the density of the entire microvascular network and the density of arterial vessels
in the pial membrane of the sensorimotor cortex of the brain of rats after ischemia/reperfusion (I/R) and intravenous
transplantation of hMSCs. The same device was used to study the reactivity of the pial arteries after axposure to the
acetylcholine (ACh). In parallel, the perfusion (P) in the sensorimotor cortex was measured with a LAKK-M laser
doppler. The most significant decrease in the density of the entire microvascular network and the density of arterial vessels
compared to sham-operated rats were detected during the first 7 days after I/R; by an average of 1.6 and 1.4 times, respec-
tively. Fourteen days after ischemia, these parameters were decreased by 1.4 and 1.2 times, and after 21 days – by 1.2
an 1.3 times, respectively. The reactivity of the pial arteries to ACh in animals after I/R significantly reduced. Seven
days after I/R, the number of dilated arteries decreased by 1.4–1.7 times, 14 days after ischemia – by 1.6–1.9 times
and after 21 days – by 1.2–1.7 times. The perfusion (P) decreased by an average of 1.6 times 21 days after ischemia.
Intravenous administration of hMSC restored the density of the pial membrane microvascular network (at the level
of control animals) in rats after ischemia. Reactivity of the arteries in the cell therapy group also did not differ from
the control values. Twenty-one day after I/R P level was 1.2 times lower than in sham-operated group but statistically
significantly higher than in rats after I/R that did not receive cell therapy. Conclusion: intravenous hMSCs trans-
plantation prevented degradation of the microvascular bed in the cerebral cortex of rats after I/R and preserved the
reactivity of pial arteries at the level of control animals.

Keywords: ischemia/reperfusion, brain, intravenous transplantation, mesenchymal stem cells, microvascular densi-
ty, reactivity, perfusion



ЦИТОЛОГИЯ, 2021, том 63, № 5, с. 435–441

435

ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ВЫЯВЛЕНИЕ ГАМК И α1-СУБЪЕДИНИЦЫ 
ГАМКA-РЕЦЕПТОРА В КЛЕТКАХ СУБВЕНТРИКУЛЯРНОЙ ЗОНЫ МОЗГА 
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Цель работы заключалась в выявлении иммуноцитохимическими методами ГАМК и α1-субъединицы
ГАМКА-рецептора в неонатальный период развития (5-е и 10-е сутки постнатального развития) у крыс.
Показано, что в субвентрикулярной зоне (СВЗ) в неонатальный период, также как и в СВЗ взрослого моз-
га присутствуют все типы прогениторных клеток. Значительная часть прогениторных клеток (30%) диф-
ференцируется по нейрональному типу и представляет собой мигрирующие юные нейробласты (тип А),
количество которых остается постоянным на протяжении всего неонатального периода. Юные нейробла-
сты и часть астроцитоподобных стволовых клеток иммуноположительны на ГАМК, число таких клеток
составляет около 40% и сохраняется постоянным на протяжении всего неонатального периода. Подавля-
ющее большинство клеток СВЗ – юные нейробласты (тип А), астроцитоподобные стволовые клетки (тип
В) и часть транзиторных клеток (тип С) – экспрессируют ГАМКА-рецептор, содержащий субъединицу α1.
Количество этих типов прогениторных клеток поддерживается в течение неонатального периода на по-
стоянном уровне. Присутствие ГАМКАα1-рецепторов в подавляющем числе клеток СВЗ указывает на воз-
можное вовлечение ГАМК и ГАМКергической передачи сигналов в регуляцию функционирования раз-
ных типов клеток СВЗ.
Ключевые слова: субвентрикулярная зона, нейрональные стволовые клетки, ГАМК, ГАМКАα1, неонаталь-
ный период
DOI: 10.31857/S0041377121050072

Известно, что у млекопитающих и человека в суб-
вентрикулярной зоне (СВЗ) взрослого мозга, одной
из нейрогенных ниш, продолжительный период
времени сохраняется генерация нейральных клеток.
СВЗ содержит самый большой пул стволовых ней-
ральных клеток, которые дают начало новым попу-
ляциям нервных и нейроглиальных клеток (Anderson,
2001; Sanai et al., 2004; Conover, Notti, 2008; Platel et al.,
2010). Область субвентрикулярной зоны содержит
несколько основных типов клеток, различающихся
по своей морфологии и экспрессирующих различ-
ные маркерные белки. Юные нейробласты (тип А),
имеющие отростки, образуют цепочки клеток и ми-
грируют из СВЗ к другим формациям головного моз-
га. Крупные малодифференцированные стволовые
клетки (тип В), экспрессирующие глиальный фиб-
риллярный белок (GFAP) и рассматривающиеся как
астроцитоподобные клетки СВЗ, часто окружают
цепочки мигрирующих нейробластов и обладают
некоторыми свойствами астроцитов. Транзиторные
клетки-предшественники (тип С) – мелкие, округ-
лой формы, рассеянные по территории СВЗ, облада-

ющие высокой способностью к пролиферации – мо-
гут располагаться группами рядом с нейробластами
или одиночно. Наконец, еще один тип – это эпен-
димные клетки, несущие реснички на апикальной
поверхности, выстилающие полость латерального
желудочка (Peretto et al., 1997; Doetsch et al., 1997;
Mercier et al., 2002; Platel et al., 2010).

Юные нейробласты мигрируют вдоль ростраль-
ного миграционного пути в обонятельную луковицу,
также установлена их миграция в неокортекс и стри-
атум (Kreuzberg et al., 2010), где они дифференциру-
ются в интернейроны и интегрируются в локальные
тормозные сети (Luskin, 1993; Swarzenski et al., 1996).
Установлено, что в СВЗ взрослого мозга процесс об-
разования новых клеток происходит постоянно и
приблизительные подсчеты показали, что только к
обонятельной луковице каждый день мигрирует от
10000 до 30000 нейробластов (Lledo et al., 2006). Та-
кой активный нейрогенез требует гомеостатическо-
го контроля, баланса интенсивности пролиферации
стволовых клеток и миграции дифференцирующих-
ся клеток.

СВЗ во взрослом мозге содержит множество мо-
лекулярных факторов, которые могут осуществлять
контроль как пролиферации стволовых нейральных

Принятые сокращения: СВЗ – субвентрикулярная зона; GAD –
глутаматдекарбоксилаза.

УДК 611.018.8:612.65
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клеток, так и миграции нейробластов (Hagg, 2005). Од-
ним из таких факторов является тормозный нейро-
трансмиттер гамма-аминомасляная кислота (ГАМК),
который, как показано, может осуществлять кон-
троль пролиферации нейральных клеток, а также иг-
рать критическую роль на разных этапах созревания
нейронов в период становления неокортекса (Schlett,
2006; Platel et al., 2010). Показано, что основным ре-
цептором, участвующим в быстрой синаптической
трансмиссии ГАМК во взрослом мозге, является
ГАМКА-рецептор, содержащий α1-субъединицу.
Было показано, что в условиях культивирования
нейробласты и клетки-предшественники других ти-
пов в СВЗ экспрессируют ГАМКА-рецепторы, со-
держащие различные субъединицы и могут активи-
роваться самой ГАМК, высвобождаемой в окружаю-
щую среду (Stewart et al., 2002). В настоящее время
большинство работ по исследованию экспрессии
ГАМК и ГАМКА-рецептора в клетках СВЗ были
проведены в условиях культуры клеток СВЗ взрос-
лого мозга. Несмотря на большой интерес к меха-
низмам самовосстановления численности популя-
ций нейронов в зрелом мозге после повреждения,
сопровождающегося утратой части нейронов, в на-
стоящее время в литературе недостаточно данных об
экспрессии ГАМК и ГАМКА-рецептора, содержа-
щего α1-субъединицу в неонатальный период, когда
имеет место развитие и становление как самого моз-
га, так и ГАМКергической тормозной системы.

В связи с этим целью работы являлось изучение
экспрессии ГАМК и α1-субъединицы ГАМКА-ре-
цептора в СВЗ в неонатальный период развития у
крыс и попытка оценки роли ГАМК в регуляции
пролиферации прогениторных клеток СВЗ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа проведена на лабораторных крысах линии

Wistar из питомника Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург).

Гистологические и иммуногистохимические методы
исследования. Головной мозг извлекали, фиксирова-
ли в цинк-этанол-формальдегиде на фосфатно-со-
левом буфере (pH 7.4), заливали в парафин по обще-
принятой методике и готовили серийные фронталь-
ные срезы мозга толщиной 6–7 мкм на уровне
брегмы –1.80–1.68 мм (Paxinos, Watson, 1998). Затем
срезы помещали на предметные стекла Super-Frost
Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия). У интактных
животных исследовали СВЗ (рис. 1а, область иссле-
дования – выделенный фрагмент), на 5-е (n = 5) и 10-е
(n = 5) сутки постнатального развития (П5 и П10).

Иммуногистохимическую реакцию на β-III-тубу-
лин проводили с использованием первичных кроли-
чьих моноклональных антител (anti-beta-III-tubulin,
клон [EP1569Y], Abcam, Великобритания) в разведе-
нии 1 : 50. После процедуры теплового демаскирова-
ния белков в цитратном буфере (рН 6.1) (Dako, Да-
ния) в течение 25 мин, срезы инкубировали в пер-
вичных антителах при 4°С в течение 18 ч. В качестве

вторичных реагентов для антител к β-III-тубулину
использовали реактивы из набора LSAB + System-
HRP (Dako, Дания) (срезы помещали в биотинили-
рованные антитела “Link” на 35 мин при комнатной
температуре и после промывания в фосфатном бу-
фере помещали в стрептовидин/HRP на 30 мин при
комнатной температуре). Для визуализации продук-
та реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, Да-
ния). Специфичность иммунной реакции проверяли
с помощью негативного контроля (без первичных
антител).

Иммуногистохимическую реакцию на ГАМК
проводили с использованием первичных кроличьих
поликлональных антител (anti-GABA antibody, Ab-
cam, Великобритания) в разведении 1 : 1000. После
процедуры теплового демаскирования белков в цит-
ратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в течение
25 мин, срезы инкубировали в первичных антителах
при 4°С в течение 16 ч. В качестве вторичных анти-
тел использовали Goat anti-rabbit IgG H&L(HRP)
(Abcam, Великобритания). Срезы помещали во вто-
ричные антитела на 40 мин при комнатной темпера-
туре. Для визуализации продукта реакции использо-
вали хромоген DAB+ (Dako, Дания). Специфич-
ность иммунной реакции проверяли с помощью
негативного контроля (без первичных антител).

Иммуногистохимическую реакцию на выявление
α1-субъединицы ГАМКА-рецептора осуществляли с
использованием первичных кроличьих поликло-
нальных антител (anti-GABAAα1 receptor antibody,
Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 300. После
процедуры теплового демаскирования белков в цит-
ратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в течение
20 мин, срезы инкубировали в первичных антителах
при 4°С в течение 16 ч. В качестве вторичных реаген-
тов для антител к GABAAα1 использовали реактивы
из набора EnVision + System-HRP Labelled Polymer
Anti-Rabbit (DakoCytomation, США). Инкубацию
срезов во вторичных антителах осуществляли в тече-
ние 40 мин при комнатной температуре. Для визуа-
лизации продукта реакции использовали хромоген
DAB+ (Dako, Дания). После проведения иммуноги-
стохимических реакций часть срезов докрашивали
гематоксилином Джилла и заключали в синтетиче-
скую заливочную среду Permaunt (Termo, США).
Специфичность иммунной реакции проверяли с
помощью негативного контроля (без первичных
антител).

Статистическая обработка результатов исследова-
ния. При проведении иммуногистохимических ре-
акций все процедуры были стандартизированы и
осуществлялись одновременно для гистологических
срезов мозга, полученных от обеих возрастных
групп. Материал анализировали на цифровых изоб-
ражениях фронтальных серийных срезов, получен-
ных при помощи светового микроскопа Leica DME
(Leica, Германия) и цифровой камеры Leica EC3
(Leica, Германия).

Количество иммуноположительных клеток оце-
нивали на стандартной площади 0.1 мм2 (условной
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единице площади) при увеличении объектива 100×.
Подсчитывали число иммуноположительных клеток
и общее количество всех типов клеток. Соотноше-
ние между ними выражали в процентах. Численный
анализ данных осуществляли на изображениях, по-
лученных с 10–12 гистологических срезов мозга, взя-
того от 4 животных каждой исследуемой возрастной
группы при помощи пакетов компьютерных про-
грамм ImageJ (NIH, США), Origin 5.0. Статистически
обработанные данные представлены как средние зна-
чения ± стандартная ошибка среднего (m ± SEM).
Для анализа и сравнения полученных результатов
между разными группами животных использовали
t-критерий Стъюдента и oneway ANOVA (Statistica 8.0,
Statsoft Inc., USA), различия считали достоверными
при Р < 0.05.

Использованные реактивы: первичные кроличьи
моноклональные антитела anti-beta-III-tubulin, клон
[EP1569Y], первичные кроличьи поликлональные
антитела anti-GABA antibody, anti-GABAAα1-recep-
tor antibody, вторичные антитела козы к иммуногло-
булинам кролика IgG H&L(HRP) (Abcam, Велико-
британия); вторичные антитела из набора LSAB +
+ System-HRP, хромоген DAB+ (Dako, Дания); вто-
ричные антитела из набора реактивов EnVision +
+ System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (Dako-

Cytomation, США); метиленовый синий (Bio-Орtica,
Италия); синтетическая среда для заключения ги-
стологических срезов Permaunt (Termo, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Иммуногистохимическая реакция на β-III-тубулин.
В неонатальный период (П5 и П10) в субвентрику-
лярной зоне мозга крыс присутствуют все типы кле-
ток-предшественников, описанные ранее в СВЗ
взрослого мозга (Platel et al., 2010): тип А – мигрирую-
щие юные нейробласты (рис. 1б1, стрелки); тип В –
малодифференцированные астроцитоподобные ство-
ловые клетки (рис. 1б2, стрелки); тип С – транзитор-
ные клетки малого размера, имеющие округлую
форму тела; тип Е – эпендимные клетки, выстилаю-
щие полость латерального желудочка.

Для верификации дифференциации стволовых
клеток СВЗ по нейрональному типу использовали
иммуногистохимическое выявление β-III-тубулина
(маркера ранней нейрональной дифференцировки).
Картина распределения β-III-тубулина в клетках
СВЗ на П5 и П10 имела сходный характер. Клетки
эпендимы (тип Е), крупные малодифференцирован-
ные астроцитоподобные клетки (тип В), транзитор-
ные клетки малого размера округлой или овальной
формы (тип С) были иммунонегативны. Клетки,

Рис. 1. Субвентрикулярная зона мозга крысы на П10. а – Область исследования (выделенный фрагмент), окраска по методу
Ниссля; б – нейробласты, имеющие отростки и образующие цепочки (тип А) (б1, стрелки) и астроцитоподобные стволовые
клетки (тип В) (б2, стрелки), окраска по методу Ниссля. в – Иммуногистохимическая реакция на β-III-tubulin, иммунополо-
жительные клетки с отростками, образующие цепочки (тип А) (стрелки). Увел. об.: а – 10×, б, в – 100×.

a

б

б1

в

б2
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имеющие веретеновидную или овальную форму, не-
большой объем цитоплазмы и биполярные отрост-
ки, т.е. нейробласты (тип А) были иммунопозитив-
ными при использовании антител к β-III-тубулину
(рис. 1в, длинные стрелки). Они локализуются вбли-
зи эпендимы, где образуют цепочки клеток, группы
или располагаются одиночно, и встречаются по всей
территории СВЗ. Анализ количества этих клеток на
П5 и П10 показал, что на условной единице площади
их число равно 46.2 ± 3.8 и 52.4 ±3.3 клеток (соответ-
ственно), что составляет 31.1 и 33.3% от общего чис-
ла всех типов клеток (148.7 ± 4.3 и 157.5 ± 4.8 соответ-
ственно), расположенных на этой площади.

Таким образом, у крыс в неонатальный период
(на П5 и П10) более 30% клеток СВЗ дифференциру-
ются по нейрональному типу и представляют собой
юные нейробласты.

Иммуногистохимическая реакция на ГАМК. На П5
в СВЗ присутствуют клетки иммуноположительные
при использовании антител к ГАМК. Они имеют ве-
ретеновидную или округлую форму, светлое ядро,
интенсивно иммуноокрашенную цитоплазму и два
отростка, отходящих от противоположных сторон
клетки. По морфологической характеристике они
относятся к клеткам типа А, т.е. юным нейробла-
стам. В дорсолатеральной части СВЗ отростки кле-
ток имеют большую длину и варикозные расшире-
ния. Эти клетки локализуются вблизи эпендимных
клеток, образуют цепочки или небольшие группы.
Встречаются крупные астроцитоподобные клетки
(тип В) с большим ядром и цитоплазмой в виде узко-
го ободка, которая иногда является иммунопозитив-
ной. Клетки малого размера (тип С) и эпендимные
клетки (тип Е) не окрашиваются при проведении
иммуногистохимической реакции на ГАМК. Число
иммуноположительных на ГАМК клеток равно 58.3 ±
± 6.5 клеток (на условной единице площади), что со-
ставляет 37.7% от общего числа клеток (154.7 ± 8.3)
всех типов на этой площади.

На П10 в СВЗ также в большом количестве присут-
ствуют клетки иммуноположительные на ГАМК. Сре-
ди них основную массу составляют клетки с отростка-
ми, т.е. нейробласты (тип А), в которых продукт имму-
ногистохимической реакции выявляется в цитоплазме
в виде кольца, окружающего ядро, и в биполярных от-
ростках (рис. 2, длинные стрелки). Также встречаются
клетки типа В с иммуноокрашенной цитоплазмой
(рис. 2, короткая стрелка). Число иммуноположитель-
ных на ГАМК клеток на условной единице площади
составляет 71.4 ± 8.6 (различие этих показателей на П5
и П10 незначимо при p < 0.05), что составляет 44.0% от
общего числа (162.2 ± 10.1) клеток всех типов на этой
площади. Таким образом, у крыс во время неонаталь-
ного периода (П5 и П10) около 40% клеток СВЗ содер-
жат ГАМК.

Иммуногистохимическая реакция на ГАМКАα1. На
П5 и П10 результаты иммуногистохимического вы-
явления ГАМКАα1 в клетках СВЗ оказались иден-
тичными. Подавляющее большинство клеток раз-
ных типов (тип А, тип В, тип С) СВЗ иммунополо-

жительны на ГАМКАα1. В межклеточном
пространстве выявляется большое количество им-
муноокрашенных отростков, имеющих разную дли-
ну и варикозные расширения. Интенсивность имму-
ноокрашивания клеток разных типов различна. Бо-
лее интенсивно окрашены клетки с отростками,
располагающиеся группами или образующие цепоч-
ки, т. е. юные нейробласты (тип А) (рис. 3, длинные
стрелки). На П5 и П10 на условной единице площа-
ди число таких клеток составляет 56.5 ± 5.2 и 54.6 ±
5.6, т.е. 36.7 и 39.9% соответственно от общего числа
(153.2 ± 6.3 и 136.8 ± 7.6) всех клеток. Менее интен-
сивную иммунную реакцию на ГАМКАα1 имели
клетки большего размера, с крупным ядром, т.е
стволовые астроцитоподобные клетки (тип В) и
часть мелких, округлой формы, транзиторных кле-
ток (тип С) (рис. 3, короткие стрелки). Их общее ко-
личество составило 81.1 ± 6.8 и 71.0 ± 8.3 (соответ-
ственно) клеток на условной единице площади (52.9
и 51.8% соответственно от общего числа клеток на
этой площади). Число иммунонегативных клеток
(тип В и тип С), как на П5, так и на П10, была не-
большой и составляла 15.6 ± 1.3 и 11.2 ± 1.9 (соответ-
ственно) клеток на условной единице площади (10.2
и 8.2% соответственно от общего числа клеток).

Таким образом, на П5 и П10 в СВЗ подавляющее
число клеток (89.8 и 91.8%) иммуноположительны
на ГАМКАα1, среди них выявляются клетки трех
установленных типов: интенсивно иммуноокрашен-
ные юные нейробласты, имеющие отростки (тип А),
менее интенсивно иммуноокрашенные астроцито-
подобные стволовые клетки (тип В) и транзиторные
клетки (тип С). На протяжении неонатального пери-
ода количество этих клеток поддерживается на по-
стоянном уровне.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что в нео-
натальный период в СВЗ у крыс присутствуют все
типы клеток-предшественников, ранее установлен-
ные в СВЗ взрослого мозга (Conover, Notti, 2008; Pla-
tel et al., 2010), при этом около 30% клеток диффе-
ренцируется по нейрональному типу и представляют
собой мигрирующие юные нейробласты (тип А). На
протяжении всего неонатального периода числен-
ность этих клеток остается постоянной.

Было установлено, что в неонатальный период
значительная часть клеток СВЗ (около 40%) экс-
прессирует ГАМК, и численность этой популяции
клеток-предшественников также является постоян-
ной, как на более раннем сроке неонатального пери-
ода (П5), так и более позднем (П10). Полученные ре-
зультаты согласуются с наблюдениями, сделанными
ранее на культуре клеток СВЗ взрослого мозга, со-
гласно которым клетки-предшественники СВЗ, яв-
ляющиеся нейробластами (тип А), синтезируют
ГАМК и высвобождают ее в межклеточное про-
странство; при этом каждая клетка, содержащая
ГАМК, иммуноположительна на глутаматдекарбок-
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силазу (GAD), фермент, участвующий в синтезе
ГАМК (Stewart et al., 2002). Таким образом, эти клет-
ки-предшественники содержат и ГАМК и GAD, что
может свидетельствовать о присутствии в нейробла-
стах ГАМК-синтезирующей ферментной системы.

Имеются данные о том, что клетки СВЗ экспрес-
сируют высоко аффинные к ГАМК транспортные
белки – GAT1 и GAT4, при этом последний экспрес-
сируется астроцитоподобными клетками-предше-
ственниками, которые могут осуществлять обрат-
ный захват ГАМК из межклеточного пространства
(Bolteus, Bordey, 2004; Platel et al., 2007). Вероятно,
поэтому в СВЗ иммуноположительными на ГАМК
могут быть не только нейробласты, но и астроцито-
подобные клетки-предшественники, чем, по-види-

мому, можно объяснить повышенное число ГАМК-
содержащих клеток (более 40%) по сравнению с чис-
лом дифферренцирующихся нейробластов (30%).

Установлено, что в СВЗ взрослого мозга процесс
возникновения нейробластов является постоянным
и значительное количество нейробластов каждый
день мигрируют из СВЗ в обонятельную луковицу
(Lledo et al., 2006). Существует мнение (Platel et al.,
2007), что при интенсивном производстве клеток не-
обходим механизм контроля пролиферации ней-
ральных стволовых клеток, миграции и выживаемо-
сти как стволовых клеток, так и самих нейробластов
в микроокружении СВЗ. Так как в СВЗ постоянно
генерируется значительная популяция нейробла-
стов, то, как предполагается, в межклеточное про-

Рис. 2. Иммуногистохимическое выявление ГАМК в субвентрикулярной зоне мозга крысы на П10. Представлены ГАМК-по-
зитивные нейробласты с отростками (тип А) (а, верхний фрагмент; а1, длинные стрелки) и ГАМК-позитивные астроцитопо-
добные стволовые клетки (тип В) (а, нижний фрагмент; а2, короткие стрелки). Увел. об. 100×.

a
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Рис. 3. Иммуногистохимическое выявление ГАМКАα1 в субвентрикулярной зоне мозга крысы на П10. Представлены
ГАМКАα1-позитивные клетки с отростками (тип А) (а, левый фрагмент; а1, длинные стрелки) и ГАМКАα1-позитивные тран-
зиторные клетки (тип С) (а, правый фрагмент; а2, короткие стрелки). Увел. об. 100×.
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странство высвобождается большое количество
ГАМК, синтезируемой нейробластами, которая, в свою
очередь, является локальным фактором, служащим
сигналом к активации ГАМКА-рецепторов на нейро-
нальных клетках-предшественниках (Nguyen et al.,
2003). Следует отметить, что на электронно-микро-
скопическом и иммуногистохимическом уровнях
было показано, что в СВЗ отсутствуют синапсы, и
был сделан вывод, что передача сигналов ГАМК яв-
ляется паракринной (Platel et al., 2007, 2010).

Предполагается, что ГАМК высвобождается в
межклеточное пространство и обеспечивает неси-
наптическую (паракринную) передачу сигналов как
между нейробластами (Stewart et al., 2002; Wang et al.,
2003; Nguyen et al., 2003; Bolteus, Bordey, 2004), так и
от нейробластов к стволовым клеткам (Liu et al.,
2005). При этом основой для передачи аутокрин-
но/паракринного сигнала между нейрональными
клетками-предшественниками является возбуждаю-
щее деполяризующее действие высвобождаемой
ГАМК на клетки СВЗ (Liu et al., 2005). Известно, что
действие ГАМК опосредуется рецепторами, и один
из них – ГАМКА – представлен 16 различными субъ-
единицами, разные комбинации которых могут при-
давать рецептору различные свойства (Henschel et al.,
2008). Во взрослом мозге быстрая ГАМКергическая
синаптическая передача осуществляется при уча-
стии ГАМКА-рецептора, включающего α1-субъеди-
ницу. В исследованиях, проведенных на органных и
клеточных культурах клеток СВЗ взрослого мозга,
была выявлена экспрессия мРНК α2-, 3-, 4-, 5-, β1-,
2-, 3-, γ2S-, γ1-, 2- и δ-субъединиц ГАМКА-рецепто-
ра (Stewart et al., 2002; Nguyen et al., 2003). Однако в
СВЗ в неонатальный период экспрессия α1 субъеди-
ницы ранее не изучалась.

Результаты нашего исследования показали, что в
неонатальный период в СВЗ подавляющее число
клеток (около 90%) оказались иммуноположитель-
ными на ГАМКАα1, т.е. рецептор, включающий α1-
субъединицу экспрессируется как юными нейробла-
стами (тип А), так и стволовыми астроцитоподобны-
ми клетками (тип В) и частично транзиторными
клетками (тип С). Отмечено, что на протяжении все-
го неонатального периода сохраняется определен-
ное количество клеток иммуноположительных на
ГАМК и ГАМКАα1, а также в СВЗ поддерживается
общее количество всех типов клеток. Присутствие
ГАМКА-α1-рецепторов в подавляющем числе кле-
ток СВЗ дает основание полагать, что в неонаталь-
ный период ГАМК может оказывать влияние на по-
ведение клеток разных типов.

Существует мнение, что при увеличении числа
нейробластов, которое обеспечивается делением
стволовых (тип В) и транзиторных клеток (тип С), в
межклеточное пространство высвобождается значи-
тельное количество ГАМК, которая активирует
ГАМКА-рецепторы на самих нейробластах и нейро-
нальных клетках-предшественниках. Результатом
поступления нейротрансмиттера в клетки является

снижение пролиферативной активности стволовых
клеток, т.е. контроль пролиферации стволовых кле-
ток осуществляется по принципу обратной связи:
увеличение уровня ГАМК в межклеточном про-
странстве приводит к снижению темпа пролифера-
ции стволовых клеток, таким образом, ГАМК может
оказывать негативное действие на образование ней-
робластов. Такая обратная связь согласуется с по-
стоянной миграцией клеток из СВЗ в обонятельную
луковицу и другие формации мозга. После миграции
очередной популяции нейробластов снижается ко-
личество ГАМК в межклеточном пространстве, что
способствует повышению пролиферативной активно-
сти стволовых нейрональных клеток (Doetsch et al.,
1999; Nguyen et al., 2003; Bolteus, Bordey, 2004; Liu et al.,
2005; Platel et al., 2010). Вероятно, такая система мо-
жет обеспечить численное постоянство разных по-
пуляций клеток в СВЗ, что подтверждают получен-
ные нами результаты.

Таким образом, наше исследование показало, что у
крыс в СВЗ в неонатальный период, также как и в СВЗ
взрослого мозга, присутствуют прогениторные клетки
всех типов. Значительная их часть представлена юны-
ми нейробластами (тип А), которые дифференцируют-
ся по нейрональному типу; количество этих клеток
остается постоянным на протяжении всего неонаталь-
ного периода. В СВЗ юные нейробласты и часть астро-
цитоподобных стволовых клеток содержат ГАМК; чис-
ло таких клеток также сохраняется постоянным на про-
тяжении всего неонатального периода. В этот ранний
период развития подавляющее большинство клеток
СВЗ также содержат ГАМКА-α1-рецептор, количество
ГАМКАα1-иммунопозитивных клеток также поддер-
живается примерно на одном уровне во время неона-
тального периода.

Предположение о существовании в СВЗ механиз-
ма, регулирующего темпы пролиферации и мигра-
ции нейрогенных клеток с участием ГАМК, косвен-
но подтверждается полученными данными, свиде-
тельствующими о том, что в СВЗ поддерживается
постоянное количество нейробластов, клеток, со-
держащих ГАМК, ГАМКАα1 и общее число клеток.
Присутствие ГАМКА-α1-рецепторов в подавляю-
щем числе клеток СВЗ, дает основание предпола-
гать, что в неонатальный период возможна
ГАМКергическая несинаптическая передача сигна-
лов между клетками СВЗ.
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Immunohistochemical Detection of GABA and α1 Subunits of the GABAA Receptor in Cells 
of the Subventricular Zone of the Rat’s Brain in the Neonatal Period

L. I. Khozhai*
Pavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: astarta0505@mail.ru

The aim of this work was to identify by immunocytochemical methods GABA and the α1 subunit of the GABAA
receptor in the neonatal period of development (5 and 10 postnatal days) in rats. The study showed that in rats in the
subventricular zone (SVZ) in the neonatal period, as well as in the SVZ of the adult brain, all types of progenitor cells
are present. A significant part of them (30%) differentiate according to the neuronal type, representing migrating ad-
olescent neuroblasts (type A), the number of which remains constant throughout the neonatal period. Young neu-
roblasts and some astrocyte-like stem cells are immunopositive for GABA; the number of such cells is about 40%
and remains constant throughout the neonatal period. It was revealed that the overwhelming majority of the SVZ
cells, which are represented by young neuroblasts (type A), astrocyte-like stem cells (type B) and part of transient
cells (type C) express GABAA, a receptor containing the α1 subunit, the amount of which is maintained during the
neonatal period. The presence of GABAα1 receptors in the overwhelming number of SVZ cells may indicate that
GABAergic signaling is possible and that GABA can affect the behavior of different type SVZ cells.
Keywords: subventricular zone, neuronal stem cells, GABA, GABAАα1, neonatal period
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Развитие неонатологии позволяет преодолевать все более тяжелые степени недоношенности. Установле-
но, что преждевременное рождение человека ассоциировано с предрасположенностью к развитию во
взрослом возрасте патологий сердечно-сосудистой системы, однако патогенетические механизмы этой
связи не изучены. В настоящей работе изучено влияние преждевременного рождения на развитие миокар-
да левого желудочка крыс в течение 14 сут постнатального периода онтогенеза. Методами гистологии, им-
муногистохимии и морфометрии проанализирован миокард левого желудочка самцов крыс Вистар, рож-
денных через 21 и 21.5 сут гестации (полный срок гестации составляет 22 сут). Относительная масса сердца
преждевременно рожденных крыс превышает аналогичный показатель контрольных животных на 14 сут
постнатального периода. Диаметр сократительных кардиомиоцитов крыс, рожденных на 21-е сут геста-
ции, превышает аналогичный показатель доношенных животных на 1 сут постнатального периода онто-
генеза. Преждевременное рождение у крыс вызывает увеличение количества Ki67-позитивных кардио-
миоцитов (маркер пролиферации) левого желудочка в раннем постнатальном периоде онтогенеза по срав-
нению с доношенными животными. Морфофункциональные изменения миокарда крыс тем выраженнее,
чем меньше срок беременности. Таким образом, преждевременное рождение у крыс является причиной
интенсификации роста миокарда в раннем постнатальном периоде онтогенеза.

Ключевые слова: преждевременное рождение, миокард, структура, крысы
DOI: 10.31857/S0041377121050060

По данным ВОЗ (2013 г.), каждый 10-й ребенок
рождается недоношенным (т.е. ранее 37 полных не-
дель гестации), причем причины преждевременного
рождения в 45–50% случаев неизвестны. Прежде-
временное рождение у человека ассоциировано с
предрасположенностью к развитию во взрослом воз-
расте заболеваний сердечно-сосудистой системы
(Carr et al., 2017; Sullivan et al., 2019), однако патоге-
нетические механизмы этой связи не изучены. Из-
вестно, что у преждевременно рожденных детей
(32–36 нед. гестации) при рождении отмечается бо-
лее сферическая форма сердца, а также сниженные
относительная масса и объем сердца по сравнению с
аналогичными показателями доношенных сверст-
ников (Aye et al., 2017). У детей, рожденных недоно-
шенными (22–26 нед. гестации), в возрасте 6 лет
определяется уменьшение размеров левого желудоч-
ка и диаметра аортального отверстия левого желу-
дочка.

Функциональными особенностями сердца преж-
девременно рожденных детей являются более кон-

центрическое сокращение левого желудочка и уве-
личение жесткости его стенки (Mohlkert et al., 2018).
Уменьшение размеров обоих желудочков и изменение
характера ротации сердца при его сокращении наблю-
дается у преждевременно рожденных (28–32 недели ге-
стации) людей в возрасте 23–28 лет (Lewandowski et al.,
2013). Выраженность структурных изменений камер
сердца коррелирует со степенью недоношенности. У
преждевременно рожденных детей определяется
снижение миокардиального резерва в возрасте 18–
40 лет (Huckstep et al., 2018). Рождение ранее 32 нед.
гестации является независимым риском раннего
развития гипертонической болезни и сердечной не-
достаточности (Carr et al., 2017).

Определение начальных морфофункциональных
изменений сердца у преждевременно рожденных де-
тей необходимо для предупреждения или коррекции
отдаленных последствий недоношенности. Отсут-
ствие возможностей гистологического и цитологиче-
ского изучения клинического материала обусловли-
вает необходимость проведения экспериментальных

УДК 612.172.6:616-053.31-056.253-02+591.412
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исследований для изучения влияния преждевремен-
ного рождения на строение миокарда в раннем пост-
натальном периоде онтогенеза. Целью данного ис-
следования является оценка влияния преждевре-
менного рождения на развитие миокарда крыс в
раннем постнатальном периоде онтогенеза. Для до-
стижения цели сформулированы задачи: (1) оценить
динамику массы тела и массы сердца преждевремен-
но рожденных крыс в раннем постнатальном перио-
де онтогенеза, (2) дать гистологическую и морфо-
метрическую характеристику миокарда и (3) изучить
динамику Ki67-позитивных кардиомиоцитов в стен-
ке левого желудочка преждевременно рожденных
крыс в раннем постнатальном периоде онтогенеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Дизайн исследования. В эксперименте использо-

вано 75 самцов крыс Вистар, из которых были сфор-
мированы 3 группы: контрольная группа (доношенные
животные, 22 сут гестации), группа 1 (недоношенные
крысы, 21.5 сут гестации) и группа 2 (недоношенные
крысы, 21 сут гестации). Для получения потомства,
самцов крыс Вистар (2-хмесячные, весом 180 ± 20 г)
подсаживали на ночь к самкам крыс Вистар (3-хме-
сячные, весом 180 ± 20 г), находившихся на стадии
проэструса полового цикла. Утром следующего дня
анализировали влагалищные мазки самок крыс.
Первым днем беременности считали день обнаруже-
ния у самок во влагалищном мазке сперматозоидов.
Индукцию преждевременных родов через 21 и 21.5 сут
беременности осуществляли накануне (20 и 20.5 сут
беременности соответственно) подкожным введе-
нием самкам крыс мифепристона (1 мл, 10 мг на 1 кг
массы тела; Sigma-Aldrich, США) (Dudley et al.,
1996). Всех животных содержали в стандартных
условиях вивария, беременных крыс содержали в от-
дельных клетках. Выведение потомства из экспери-
мента осуществляли на 1, 3, 5, 7 и 14 сут постнатально-
го периода онтогенеза асфиксией CO2. Животных и
их сердца взвешивали на лабораторных весах (HL-
100, Япония). Сердца фиксировали в формалине
(БиоВитрум, Россия) для последующего гистологи-
ческого, иммуногистохимического и морфометри-
ческого исследования. Относительную массу сердца
(%) крыс рассчитывали по формуле: [масса сердца
(г)/масса крысы (г)] × 100%.

Гистология и иммуногистохимия. Через 12–24 ч
фиксации в забуференном растворе формалина
(рН 7.4) сердца крыс промывали в проточной воде,
обезвоживали в Isoprep (БиоВитрум, Россия) и про-
питывали парафиновой смесью HISTOMIX (Био-
Витрум, Россия). Срезы толщиной 5 мкм получали
на автоматическом микротоме (HM355S, Thermo
Fisher Scientific, Китай). Для гистологического изуче-
ния срезы окрашивали гематоксилином и эозином.

Для иммуногистохимии срезы монтировали на
предметные стекла с полилизиновым покрытием.
На срезах выявляли Ki67-позитивные клетки (про-

лиферирующие клетки), используя в качестве пер-
вичных антител ab16667 (Anti-Ki67 antibody [SP6] в
разведении 1 : 300). Проводили высокотемператур-
ную демаскировку антигенов в цитратном буфере
(0.01 М; рН 6.0), затем срезы инкубировали с пер-
вичными антителами в течение 45 мин при комнат-
ной температуре (25°С). Первичные антитела визуа-
лизировали при помощи системы детекции Mouse
and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detection Kit –
Micro-polymer (Abcam, Великобритания), после чего
срезы докрашивали гематоксилином Джилла. По-
становку отрицательного контроля осуществляли
нанесением на срезы вместо первичных антител рас-
твора для разведения антител Ab Diluent (Abcam, Ве-
ликобритания).

Микроскопия образцов. Исследование микропре-
паратов и фотосъемку осуществляли на световом
микроскопе Axioscope 40 (Zeiss, Германия) с помо-
щью цифровой камеры CanonG5 (Canon, Китай).

Морфометрия. На гистологических препаратах
сердца крыс при помощи программы ImageJ 1.48
(NIH, США) измеряли толщину стенки левого же-
лудочка, а также диаметр сократительных кардио-
миоцитов левого желудочка. Подсчитывали количе-
ство Ki67-позитивных кардиомиоцитов в 1 мм2 пло-
щади среза стенки левого желудочка.

Статистическая обработка данных. Анализ морфо-
метрических показателей проводили при помощи
SPSS 16.0 (IBM, USA) с использованием критериев
Шапиро−Уилка и Манна−Уитни. Данные представ-
лены в виде медианы и квартилей – Ме (Q1; Q3). Раз-
личия между показателями считали достоверными
при уровне значимости p ≤ 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение преждевременно рожденного потомства.

Продолжительность беременности контрольных
крыс Вистар составляет 22 сут. В 100% случаев через
18–24 ч после введения беременным крысам мифе-
пристона наблюдается начало преждевременных ро-
дов. Помет составляет в среднем 12 ± 2 особей. Ги-
бель отдельных крыс (1–2 животное из помета) в
группе 2 (недоношенные крысы, 21 сут гестации) на-
блюдали на 1–2 сут постнатального периода онтоге-
неза. Гибели крыс в контрольной группе и группе 1
(недоношенные крысы, 21.5 сут гестации) в исследу-
емые сроки не наблюдали.

Показатели массы тела и сердца крыс. Ранний
постнатальный период онтогенеза крыс сопровож-
дается динамичным изменением массы животных.
Масса крыс в группах 1 и 2 ниже, чем у контрольных
животных на всем протяжении эксперимента (табл. 1).
Масса крыс в раннем постнатальном периоде онто-
генеза тем меньше, чем меньше срок гестации.

Масса сердца крыс всех исследуемых групп уве-
личивается с 1 по 14 сут постнатального периода он-
тогенеза. Масса сердца преждевременно рожденных
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крыс ниже, чем у контрольных животных, начиная с
первых суток, по 7–14 сут постнатального периода
онтогенеза (табл. 1). Снижение массы сердца у крыс
сохраняется тем дольше, чем меньше срок гестации.

В группе контрольных животных относительная
масса сердца уменьшается в ходе эксперимента. У
крыс групп 1 и 2 относительная масса сердца превы-
шает аналогичный показатель контрольных живот-
ных на 14 сут постнатального периода онтогенеза
(табл. 1).

Характеристика миокарда левого желудочка крыс.
Толщина стенки левого желудочка крыс всех исследу-
емых групп возрастает в постнатальный период онто-
генеза в течение всего срока наблюдения (1–14 сут).
Толщина стенки левого желудочка преждевременно
рожденных крыс не отличается от аналогичного по-
казателя доношенных животных в исследуемые сро-
ки (табл. 1).

Миокард левого желудочка крыс образован тремя
слоями кардиомиоцитов, разделенных тонкими

Таблица 1. Динамика сердечных показателей крыс контрольных (22 сут гестации) и преждевременно рожденных через
21. 5 сут гестации (группа 1) и через 21 сут гестации (группа 2)

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. Различия достоверны при p < 0.01
при сравнении с соответствующим показателем (а) на предыдущем сроке, (б) в контрольной группе и (в) в группе 1.

Группа
Срок эксперимента, сут

1 3 5 7 14

Масса крыс, г
Контроль 6.01

(5.71; 6.20)
8.13

(7.63; 8.45)a
11.20

(10.95; 11.60)a
16.31

(14.74; 16.53)a
34.80

(32.36; 36.76)a

1 5.56
(5.18; 5.83) б

6.85
(6.23; 7.41) б

10.34
(9.88; 10.75) a, б

14.59
(13.10; 14.85)a

29.30
(28.00; 29.79)a, б

2 4.32
(4.21; 4.57) б, в

6.57
(6.23; 7.05) a, б

9.02
(8.14; 9.50) a, б, в

12.37
(10.72; 13.33)б

25.32
(23.93; 25.97)a, б, в

Масса сердца, г
Контроль 0.05

(0.04; 0.06)
0.06 

(0.06; 0.07)
0.11

(0,09; 0.12) a
0.11

(0.10; 0.12)
0.20 

(0.17; 0.23) a

1 0.05
(0.04; 0.06)

0.05
(0.05; 0.05)б

0.07
(0.07; 0.09)a, б

0.10
(0.09; 0.11)a

0.26 
(0.21; 0.27) a

2 0.03
(0.03; 0.04)

0.05
(0.04; 0.05)a, б

0.07
(0.07; 0.08)б

0.09
(0.09; 0.10) a, б

0.19 
(0.16; 0.22) a

Относительная масса сердца, %
Контроль 0.83

(0.68; 0.96)
0.80 

(0.72; 0.91)
0.94 

(0.86; 1.02)
0.72

(0.61; 0.78)а
0.55

(0.52; 0.66)а

1 0.89
(0.61; 1.07)

0.73 
(0.60; 0.81)

0.70
(0.65; 0.80)б

0.68
(0.65; 0.81)

0.87
(0.74; 0.93) б

2 0.72
(0.60; 0.86)

0.70 
(0.63; 0.79)

0.83 
(0.71; 0.93)

0.69
(0.67; 0.77)

0.75
(0.66; 0.84)б

Толщина стенки левого желудочка, мкм
Контроль 409.1

(360.1; 588.5)
444.2

(417.2; 539.0)
502.2

(418.7; 557.6)
745.0

(590.5; 867.8)а
854.0 

(704.5; 890.0)

1 412.0
(390.7; 465.2)

413.4
(409.5; 496.5)

619.5
(486.6; 670.7)а

748.4
(680.2; 822.7)а

570.6
(529.7; 795.9)а

2 322.0
(284.9; 469.4)

465.5
(443.7; 573.9)

628.9
(557.4; 691.0) а

684.9 
(606.7; 796.5)

815.2
(625.1; 878.8)

Диаметр сократительных кардиомиоцитов левого желудочка, мкм
Контроль 7.0 (6.2; 8.2) 8.9 (7.1; 9.9) а 7.9 (6.9; 9.6) 10.4 (8.9;11.8)а 9.7 (9.1; 11.3)

1 8.1 (7.0; 8.5) 6.6 (6.5; 9.7) 8.1 (6.7; 9.4) 8.5 (7.7; 10.2) 8.9 (8.4; 9.7)
2 8.5 (7.4; 9.6)б 8.1 (7.1; 9.3) 8.8 (8.0; 11.0) 8.9 (7.4; 10.8) 8.3 (7.9; 9.5)
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Рис. 1. Гистологический препарат миокарда левого желудочка крысы на 7 сут постнатального периода онтогенеза. (а) – Кон-
трольная группа, 22 сут гестации; (б) – группа 1, срок гестации 21.5 сут, (в) – группа 2, срок гестации 21 сут. Окраска гематок-
силином и эозином.

50 мкм50 мкм50 мкм 50 мкм50 мкм50 мкм 50 мкм50 мкм50 мкмa б в

Рис. 2. Срез миокарда левого желудочка крысы на 3 сут постнатального периода онтогенеза, окрашенный на выявление Ki67-
позитивных кардиомиоцитов. (а) – Контрольная группа, 22 сут гестации; (б) – группа 1, срок гестации 21.5 сут, (в) – группа
2, срок гестации 21 сут. Головки стрелок указывают на маркер Ki67. Иммуногистохимическая окраска с докраской гематокси-
лином Джилла.

50 мкм50 мкм50 мкм 50 мкм50 мкм50 мкм 50 мкм50 мкм50 мкмa б в

прослойками соединительной ткани. В ходе постна-
тального периода онтогенеза у крыс всех исследуе-
мых групп увеличивается эозинофилия, а также вы-
раженность поперечной исчерченности цитоплазмы
сократительных кардиомиоцитов левого желудочка
(рис. 1). На протяжении эксперимента в миокарде
крыс всех исследуемых групп определяются фигуры
митоза кардиомиоцитов. Двуядерные кардиомиоци-
ты определяются в миокарде левого желудочка крыс
и контрольной, и обеих экспериментальных групп,
начиная с 1 сут постнатального периода онтогенеза.
Количество двуядерных кардиомиоцитов в миокар-
де крыс в контрольной, 1-ой и 2-ой группе визуаль-
но увеличивается в ходе эксперимента. Установле-
но, что диаметр сократительных кардиомиоцитов
левого желудочка крыс 2-ой группы превышает ана-
логичный показатель животных контрольной груп-
пы в первые сутки постнатального периода онтоге-
неза (табл. 1). Различий диаметра сократительных
кардиомиоцитов левого желудочка крыс в контроль-
ной, 1-ой и 2-ой группе с 3 по 14 сут постнатального
периода онтогенеза не наблюдали.

Выявление Ki67-позитивных клеток миокарда
крыс. В стенке левого желудочка крыс исследуемых

групп Ki67-позитивное окрашивание характерно
для делящихся кардиомиоцитов, эндотелиоцитов и
фибробластов (рис. 2). Ki67-позитивные кардио-
миоциты в стенке левого желудочка крыс контроль-
ной, 1-ой и 2-ой групп определяются в субэпикар-
диальных, средних и субэндокардиальных участках с
1 по 14 сут постнатального периода онтогенеза. Ди-
намика количества Ki67-позитивных кардиомиоци-
тов в стенке левого желудочка крыс всех групп отра-
жена на графике (рис. 3). Изменение количества
Ki67-позитивных кардиомиоцитов в стенке левого
желудочка крыс в 1-ой и контрольной группе носят
схожий характер. Однако количество Ki67-позитив-
ных кардиомиоцитов в стенке левого желудочка
крыс 1-ой группы превышает соответствующий по-
казатель контрольных животных на 3, 7 и 14 сут пре-
натального периода онтогенеза. У крыс группы 2 на-
блюдается более раннее увеличение количества
Ki67-позитивных кардиомиоцитов в стенке левого
желудочка по сравнению с таковым у животных кон-
трольной и 1-ой групп. Уменьшение количества
Ki67-позитивных кардиомиоцитов в стенке левого
желудочка у крыс группы 2 также наблюдается рань-
ше, чем у контрольных животных и в группе 1.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Преждевременное рождение связано с повышен-
ными гемодинамическими нагрузками на структур-
но незрелое сердце, что может быть причиной адап-
тивного ремоделирования миокарда. Структурные
изменения миокарда, вызванные преждевременным
рождением, вероятно, носят персистирующий ха-
рактер (Bensley et al., 2010). Выявление структурных
изменений миокарда, вызванных преждевременным
рождением, является актуальной задачей.

Период с 18 по 22 сут пренатального периода он-
тогенеза крыс Вистар соответствует третьему тримест-
ру беременности у человека (Toyono et al., 1999). Анато-
мически сердце крысы сформировано к 16-м сут пре-
натального периода онтогенеза, однако вплоть до
22 сут пренатального периода онтогенеза продолжа-
ется его рост и созревание. За последние сутки пре-
натального периода онтогенеза у крыс увеличивает-
ся масса и объем левого желудочка, масса правого
желудочка, площадь левого атриовентрикулярного
отверстия (Ito et al., 1998, 2001). Мы считаем, что
преждевременно рожденные (через 21 и 21.5 сут ге-
стации) крысы могут быть использованы для изуче-
ния влияния недоношенности на морфофункцио-
нальное состояние миокарда.

Нами показано, что недоношенность у крыс ассо-
циирована с низкой массой тела при рождении, что со-
гласуется с данными из литературы (Buhrdel et al.,
1978a). Более низкая масса тела у преждевременно
рожденных крыс на 1–7 сут постнатального периода
онтогенеза, по сравнению с доношенными живот-

ными, сопровождается закономерным снижением
массы сердца (Buhrdel et al., 1978b).

Мы показали, что, несмотря на более низкие аб-
солютные величины, относительная масса сердца
преждевременно рожденных крыс превышает ана-
логичный показатель контрольных животных на
14 сут эксперимента. Снижение абсолютной массы
сердца преждевременно рожденных крыс не сопро-
вождается снижением толщины стенки левого желу-
дочка в исследуемые сроки. Более того, преждевре-
менное рождение крыс приводит к интенсификации
роста миокарда в раннем постнатальном периоде
развития, о чем свидетельствует увеличение количе-
ства Ki67-позитивных кардиомиоцитов в миокарде
преждевременно рожденных крыс.

У крыс рост миокарда в пренатальном периоде
онтогенеза протекает, в основном, по гиперпласти-
ческому типу (Xavier-Vidal et al., 1997), тогда как в
раннем постнатальном периоде онтогенеза он обу-
словлен как гиперплазией, так и гипертрофией кар-
диомиоцитов. Переход с гиперпластического на ги-
пертрофический тип роста миокарда крыс происхо-
дит на 3–4 сутки постнатального периода онтогенеза
(Li et al., 1996).

Ki67 является неспецифичным маркером проли-
ферации, который не позволяет дифференцировать
две популяции кардиомиоцитов: 1) проходящие ис-
тинный митоз и 2) претерпевающие эндореплика-
цию. Истинный митоз кардиомиоцитов приводит к
увеличению пула одноядерных диплоидных кардио-
миоцитов и отражает гиперпластический тип роста
миокарда. Эндорепликация кардиомиоцитов явля-

Рис. 3. Динамика числа Ki67-позитивных кардиомиоцитов на 1 мм2 среза миокарда левого желудочка доношенных крыс
(контрольных) и недоношенных, рожденных через 21.5 сут (группа 1) и 21 сут (группа 2) в течение 14 сут постнатального пе-
риода онтогенеза. Результаты представлены в виде медианы (Me) и нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей, крестики пока-
зывают среднее значения показателя; различия достоверны при р < 0.01 при сравнении с соответствующим показателем
предыдущего срока той же группы (а), контрольной группы(б) и показателя группы 1 (в).
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ется основой гипертрофического типа роста и за-
ключается в прохождении кардиомиоцитами карио-
кинеза без цитотомии, в результате которого образу-
ются полиплоидные многоядерные кардиомиоциты.
Больший диаметр сократительных кардиомиоцитов
стенки левого желудочка на 1 сут постнатального пе-
риода онтогенеза у преждевременно рожденных
крыс, в сравнении с доношенными животными, мо-
жет указывать на более ранний переход кардиомио-
цитов преждевременно рожденных животных от ги-
перпластического типа роста к гипертрофическому
типу.

Известно, что эндорепликация и формирование
двуядерных кардиомиоцитов может быть ответной ре-
акцией на стрессовое воздействие (Landim-Vieira et al.,
2020). Показано, что у новорожденных мышей и
крыс повреждение миокарда сопровождается прак-
тически полным его восстановлением за счет акти-
вации пролиферативной активности кардиомиоци-
тов. Однако регенераторный потенциал миокарда в
раннем постнатальном периоде онтогенеза реализу-
ется не за счет гиперплазии, а за счет эндореплика-
ции и формирования двуядерных кардиомиоцитов
(Zebrowski et al., 2017).

Гипертрофия кардиомиоцитов сопровождается
увеличением их линейных размеров и связана с уси-
лением их сократительной функции, однако сопро-
вождается потерей способности претерпевать ис-
тинный митоз. Более ранний переход миокарда с ги-
перпластического на гипертрофический тип роста
приводит к уменьшению абсолютного количества
кардиомиоцитов и, следовательно, снижению мио-
кардиального резерва (Lewandowski et al., 2020). Из-
вестно, что масса животного при рождении положи-
тельно коррелирует с количеством кардиомиоцитов
в левом желудочке и межжелудочковой перегородке
в половозрелом возрасте (Vranas et al., 2017). У преж-
девременно рожденных детей в возрасте 13 и 25 лет
масса и размер желудочков меньше аналогичных по-
казателей доношенных сверстников (Goss et al.,
2020).

Таким образом, преждевременное рождение
крыс приводит к увеличению количества Ki67-пози-
тивных кардиомиоцитов в стенке левого желудочка
в раннем постнатальном периоде онтогенеза. Моф-
рофункциональные изменения миокарда более вы-
ражены у крыс, рожденных на 21-е сут, чем у рож-
денных через 21.5 сут животных. Однако требуется
дополнительное исследование, целью которого бу-
дет верификация интенсификации эндомитоза кар-
диомиоцитов в результате преждевременного рож-
дения животных.
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Influence of Preterm Birth on the Rat Myocardium Development in the Early Postnatal 
Period of Ontogenesis
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Development of neonatology makes possible to overcome more and more severe degrees of prematurity. It has been
established that preterm birth in humans is associated with a predisposition to the cardiovascular system pathologies
development in adulthood; however, the pathogenetic mechanisms of this relationship have not been studied. The
work studied the effect of preterm birth on the development of the left ventricular myocardium in rats during 14 d of
the postnatal period of ontogenesis. The myocardium of the left ventricle of male Wistar rats born on days 21 and
21.5 of gestation (the total gestational age is 22 days) was analyzed with histological, immunohistochemical and mor-
phometic methods. The relative heart mass of preterm rats exceeds that of control animals on the 14 d of the exper-
iment. The diameter of the contractile cardiomyocytes of rats born on the 21 day of gestation exceeds that of term
animals on the 1st day of the postnatal period of ontogenesis. Preterm birth in rats causes an increase in number of
Ki67-positive left ventricular cardiomyocytes in the early postnatal period of ontogenesis, in comparison with term
animals. The morpho-functional changes in the rat myocardium are the more pronounced, the shorter the gesta-
tional age. Thus, preterm birth in rats results in the intensification of myocardial growth in the early postnatal period
of ontogenesis.

Keywords: preterm birth, myocardium, structure, rats
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В работе исследовали морфометрические и иммунофенотипические характеристики макрофагов костно-
го мозга крыс, выделенных из интактных животных и стимулированных аминодигидрофталазиндионом
натрия (АДФН) в условиях культивирования в течение 24, 48 и 72 ч. Определяли следующие морфометри-
ческие показатели: площадь клетки, цитоплазмы и ядер, а также ядерно-цитоплазматическое отношение
(ЯЦО). Пролиферативную активность оценивали по наличию маркера Ki-67. Фенотип макрофагов опре-
деляли по маркерам CD163 (М2-фенотип) и F4/80 (М1-фенотип), присутствующим на поверхности кле-
ток.Кроме того, оценивали содержание фактора роста TGF-β цитоплазме макрофагов. Стимуляция мак-
рофагов АДФН в дозе 50 мкг/мл АДФН способствует росту количества CD163+-клеток и содержания это-
го маркера с увеличением срока культивирования. Действие 100 мкг/мл АДФН, наоборот, с увеличением
времени культивирования приводит к повышению доли F4/80+-клеток в культуре и росту содержания
этого маркера. Накопление TGF-β происходит к 48 ч культивирования клеток в присутствии 50 мкг/мл
АДФН, и его повышенные количества сохраняются в течение 72 ч. АДФН в дозе 100 мкг/мл усиливает об-
разование TGF-β к 48 ч, и угнетает его к 72 ч культивирования клеток с веществом. При добавлении
АДФН в культуру моноцитов ускоряется созревание макрофагов, а также вещество обладает выраженным
дозозависимым действием на макрофаги КМ.

Ключевые слова: макрофаги, костный мозг, аминодигидрофталазиндион натрия
DOI: 10.31857/S0041377121050096

Собственные макрофаги костного мозга (КМ) –
клетки иммунной системы, обладающие активной
подвижностью, адгезивностью и выраженной спо-
собностью к фагоцитозу, а также выполняющие ряд
уникальных функций, связанных с регуляцией про-
цесса кроветворения. Этот тип клеток имеет мезен-
химное происхождение и в постнатальном онтогене-
зе дифференцируется из стволовой кроветворной
клетки, проходя в КМ последовательно 3 стадии со-
зревания: монобласт → промоноцит → моноцит. В
настоящее время известно о 3-х основных популя-
циях резидентных макрофагов КМ: центральные
макрофаги внутри эритробластических островков

(ЭО), популяция резидентных макрофагов КМ,
участвующих в поддержании гемопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК), или нишевые макрофаги ГСК,
и остеомаки – макрофаги, выстилающие кость,
включая эндост (Winker et al., 2010; Sinder et al., 2015).

Первая популяция – макрофаги внутри ЭО. Их
уникальность состоит в том, что они обеспечивают
выживание эритробластов во время их созревания
для образования ретикулоцитов. Макрофаги ЭО
также экспрессируют молекулы адгезии, такие как
молекулы адгезии сосудистых клеток-1 (VCAM-1),
которые опосредует сцепление эритробластов и
макрофагов ЭО (Ulyanova et al., 2011; Jacobsen et al.,
2014). Функция макрофагов ЭО подразделяется на
три большие категории: 1) секреция широкого спек-
тра цитокинов и факторов роста, 2) транспорт желе-
за и 3) фагоцитоз и деградация ядер клеток-предше-

Принятые сокращения: ГСК – гематопоэтическая стволовая
клетка; КМ – костный мозг; ППС – полная питательная сре-
да; ЭО – эритробластический островок (erythroblastic island
macrophages); NO – оксид азота.

УДК 57.085.23
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ственников эритроцитов (Kawane et al., 2001; Toda et al.,
2014). Макрофаги ЭО могут секретировать эритро-
поэтин (EPO) – фактор роста, регулирующий
эритропоэз, а также другие факторы, которые спо-
собствуют эритропоэзу, включая инсулиноподоб-
ный фактор роста-1 (IGF-1) и костный морфогенети-
ческий белок-4 (BMP-4) (Liu et al., 2015: Tonkin et al.,
2015). Для макрофагов ЭО характерна следующая
комбинация миелоидно-макрофагальных маркеров:
CD11b, F4/80, CD169, EIM-ассоциированный анти-
ген ER-HR3 и традиционный гранулоцитарный ан-
тиген Ly6G (Sonoda, Sasaki, 2008; Chow et al., 2011;
Jacobsen et al., 2014). Особенной пластичностью мак-
рофаги ЭО не обладают в связи с узкоспециализиро-
ванными функциями.

Вторая популяция – макрофаги, локализующие-
ся в микросреде ниши ГСК и поддерживающие ее
гомеостаз (Chang et al., 2008). Их вероятная функция
была оценена с использованием моделей истощения
макрофагов, включая трансгенных мышей Mafia, и
моделей гематопоэтического стресса (Winkler et al.,
2010; Chow et al., 2011; Christopher et al., 2011). Дан-
ные свидетельствуют о том, что макрофаги этой по-
пуляции регулируют пролиферацию и созревание
ГСК прямым и непрямым образом (Winkler et al.,
2010; Jacobsen et al, 2014; Dutta et al., 2015; Hur et al.,
2016). В частности, было продемонстрировано, что
связывание рецептора CD234 эритроцитов с макро-
фагами ниши ГСК стабилизирует поверхностный
рецептор CD82, экспрессируемый ГСК, находящи-
мися в эндостальных артериолярных областях КМ, и
способствует покою ГСК (Hur et al., 2016). Уменьше-
ние доли макрофагов CD234+ в КМ, приводило к по-
нижению доли CD82+ ГСК, тем самым стимулируя
пролиферацию и дифференцировку этих клеток
(Hur et al., 2016). Фенотип ГСК-макрофагов в насто-
ящее время определяется следующим набором экс-
прессируемых маркеров: CD11b, F4/80, Ly6Gneg,
CD169, VCAM-1, CD234 (Winkler et al., 2010; Jacobsen
et al, 2014; Dutta et al., 2015; Hur et al., 2016).

Третья популяция – остеомаки (периостальные
макрофаги) – это макрофаги КМ, которые находят-
ся на активных участках костеобразования на эндо-
стальной и периостальной поверхностях, формиру-
ют непрерывный слой на границе эндоста и КМ и
участвуют в гомеостазе и восстановлении костей
(Pettit et al., 2008; Wu et al., 2013; Sinder et al., 2015).
Остеомаки также являются неотъемлемой частью
анаболического действия паратироидных гормонов
и могут способствовать воздействию микробиоты на
кости (Cho et al., 2014; Li et al., 2016). Этот тип макро-
фагов экспрессирует набор общих маркеров пан-
макрофагов, включая F4/80, CD115, CD68 и Mac-3,
но не экспрессирует маркер остеокластов тартрат-ре-
зистентную кислотную фосфатазу (TRAP5b) или мар-

керы линии остеобластов (Chang et al., 2008; Wu et al.,
2013; Jacobsen et al., 2014; Sinder et al., 2015). До сих
пор нет уникальных маркеров, отличающих остео-
маки от других подмножеств костномозговых мак-
рофагов.

Моноциты и макрофаги КМ, получая сигналы от
микроокружения, могут дифференцироваться в 2
основных фенотипа с промежуточными формами:
провоспалительный M1 и противовоспалительный
М2. Для фенотипа М1 характерно наличие маркеров
CD80, CD86 и продукция цитокинов IL-12, IL-18,
IL-1β, TNFα, NO, АФК, для фенотипа М2 – нали-
чие маркеров CD206, СD36, СD163, CD301 и про-
дукция IL-10, IL-13 и TGF-β (Сарбаева и др., 2016;
Сумина и др., 2016).

Активация макрофагов не является жестко детер-
минированной и стабильной. При изменении спек-
тра стимулирующих цитокинов возможна транс-
формация М1-фенотипа в М2. Макрофаги, погло-
щая апоптозные клетки, резко снижают секрецию и
синтез медиаторов воспаления ССL2, CXCL2,
ССL3, CXCL1, TNF-a, MG-CSF, IL-1b, IL-8 и мно-
гократно усиливают продукцию TGF-b. Возможна и
обратная трансформация фенотипа: из М2 в М1 при
развитии ожирения, сахарного диабета 1 типа и пан-
креатита. Многие авторы ставят под вопрос суще-
ствование в организме двух четко различимых попу-
ляций макрофагов М1 и М2 (Сарбаева и др., 2016).
Возможность репрограммирования макрофагов в
патогенезе заболеваний позволяет поставить новые
цели для коррекции нарушенного иммунного ответа
и лечения различных заболеваний.

В связи с этим, представляется актуальным изуче-
ние клеточного ответа макрофагов в эксперименталь-
ных условиях, при их культивировании с веществом
аминодигидрофталазиндионом натрия (АДФН).
Это вещество присутствует в общедоступных базах
данных, его идентификационный номер в базе Pub-
Chem: 9794222, InChI Key: JKEBMURXLKGPLR-
UHFFFAOYSA-N, молекулярная формула:
C8H6N3NaO2. В ряде работ было показано, что это со-
единение воздействует на функционально-метаболи-
ческую активность макрофагов, и обладает выражен-
ным противовоспалительным и антиоксидантным
действием (Jukić et al., 2011, 2012; Danilova et al., 2017,
2020). АДФН показал свою модулирующую актив-
ность на макрофаги в наших предыдущих исследова-
ниях (Поздина и др., 2020). Было показано, что
АДФН способствует инфильтрации М2-макрофагов в
поджелудочную железу, в которой они воздействова-
ли на β-клетки островков Лангерганса, что приводило
к пролиферации β-клеток и снижению уровня глюко-
зы при моделировании сахарного диабета 1 типа
(СД1) (Danilova et al., 2017). Также было показано, что
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АДФН способствует миграции СГК в кровь и зону по-
вреждения (Danilova et al., 2020).

В настоящей работе была поставлена цель изу-
чить особенности функционирования популяции
макрофагов из КМ в условиях in vitro и оценить кле-
точный ответ и изменение морфофункциональных
параметров макрофагов, подвергшихся стимуляции
АДФН, для последующей коррекции воспалитель-
ных реакций, возникающих в органах-мишенях при
повреждении.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали макрофаги

КМ, полученные из интактных самок крыс Wistar в
возрасте 3 мес. и весом 237 ± 9.12 г. Макрофаги куль-
тивировали в течение 24, 48 и 72 ч. Все эксперимен-
ты на животных были одобрены Этическим комите-
том Института иммунологии и физиологии УрО
РАН (№ 07/19 от 18.12.2019) и выполнены в соответ-
ствии с принципами, сформулированными в Дирек-
тиве 2010/63/EC.

Выделение макрофагов из КМ. Выведение живот-
ных из эксперимента проводили с помощью внутри-
мышечного введения золетила в дозе 15 мг/кг (Virbac
Sante Animale, Франция). Выделение макрофагов из
КМ проводили по описанной методике (Madaan et al.,
2014) с изолированием и очищением бедренной ко-
сти. Очищенную кость помещали в 70%-ный рас-
твор этилового спирта на 5 мин, отрезали эпифизы с
обоих концов. Кость промывали раствором HBSS
(Биолот, Россия) до тех пор, пока полость кости не
становилась белой. Суспензию собирали в стериль-
ную пробирку для центрифугирования и доводили
объем до 20 мл, используя HBSS (Биолот, Россия).

Получение макрофагальной культуры. Получен-
ную суспензию клеток центрифугировали 8 мин при
300 об./мин. Осадок суспензировали в 20 мл HBSS
(Биолот, Россия) для повторного центрифугирова-
ния. После процедуры получившийся клеточный
осадок ресуспензировали в полной питательной сре-
де (ППС) и вносили на покровные стекла в чашки
Петри 2 мл суспензии. Для приготовления ППС ис-
пользовали культуральную среду RPMI-1640 (90% от
общего объема) (Биолот, Россия), эмбриональную
телячью сыворотку FBS (Биолот, Россия) (10% от
общего объема среды), и гентамицин в концентра-
ции 10 мкг/мл. Далее культивировали в течение 24 ч
при 37°С в СО2-инкубаторе (Sanyo, Япония).

Стимуляция макрофагов АДФН. Полученную кле-
точную культуру клеток делили на две группы:
нестимулированные макрофаги, которые являлись
контролем, и стимулированные макрофаги, к кото-
рым через 24 ч культивирования добавляли АДФН в
дозе 50, 100 мкг/мл. Клетки культивировали с веще-

ством в течение 24, 48 и 72 ч. По истечению сроков
культивирования в присутствии АДФН покровные
стекла с клетками фиксировали в чашках Петри
10%-ным раствором формалина в течение 5 мин.

Морфометрическая характеристика макрофагов. В
качестве морфометрических показателей определя-
ли площадь клетки, цитоплазмы и ядра в мкм2, а так-
же ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО).
Визуализацию осуществляли с помощью оптическо-
го микроскопа Leica DM2500 (Leica, Германия) и
подключенной к ней камеры Leica DFC420 (Leica,
Германия). Для обработки изображений использо-
вали программу LAS Core V4.9 (Leica, Германия).

Определение фенотипических маркеров макрофа-
гов. Для определения фенотипа макрофагов клетки
окрашивали иммуноцитохимически на поверхност-
ные маркеры F4/80 и CD163 (MA5-16624 и MA5-16658
соответственно; ThermoFisher, США). Окраска на
маркер F4/80 показывает дифференцировку клеток
в макрофаги. Существует ряд статей, в которых
утверждается, что этот маркер является рецептором
классически активированных макрофагов (типа М1)
(Kristiansen et al., 2001). Белок CD163 является по-
верхностным маркером макрофагов противовоспа-
лительного М2-фенотипа (Schaer et al., 2006; Шара-
футдинова и др., 2014). Количество маркеров F4/80+

и CD163+ на поверхности макрофагов оценивали по
показателю оптической плотности (ОП) и выражали
в процентах от общего количества клеток.

Анализ образования TGF-β в цитоплазме макрофа-
гов. Клетки окрашивали иммуноцитохимически на
TGF-β – многофункциональный цитокин, принадле-
жащий к суперсемейству трансформирующих факто-
ров роста. TGF-β стимулирует созревание покоящихся
моноцитов в макрофаги, а также подавляет выработку
воспалительных цитокинов в моноцитах и макро-
фагах, вероятно, из-за ингибирования NF-κB (Ble-
riot et al., 2015). Содержание TGF-β+ макрофагов
оценивали по оптической плотности окраски и вы-
ражали в усл. ед.

Определение пролиферативной активности макро-
фагов. Пролиферативную активность оценивали по
иммуноцитохимической окраске ядерного белка Ki-67.
Белок Ki-67 присутствует во всех активных фазах
клеточного цикла (G1, S, G2 и М) и необходим для
пролиферации клеток, но отсутствует в покоящихся
клетках (в фазе G0). По наличию и количеству Ki-67
можно оценивать пролиферативную активность
клеток (Osterud, Bjorklid, 2003). Количество Ki-67+-
макрофагов оценивали по оптической плотности и
выражали в процентах от общего количества клеток.

Статистический анализ. Полученные данные ана-
лизировали с помощью программы STATISTICA.10
и SPSS. Вычисляли среднее арифметическое, ошиб-
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ку среднего и стандартное отклонение. Определяли
достоверность различий между образцами клеток,
принадлежащих к одной популяции (ранговый ана-
лиз Краскела−Уоллиса, медианный тест). Различия
считали достоверными при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическая и морфометрическая характери-

стика макрофагов костного мозга. Нестимулирован-
ная культура макрофагов КМ через 24 ч культивиро-
вания представлена клетками округлой формы с не-
большим количеством цитоплазмы и округлым
ядром, расположенным в центре клетки (рис. 1).
Площадь ядра макрофагов увеличивается с увеличе-
нием срока культивирования следующим образом:
33.89 ± 2.08 мкм2 (24 ч) → 37.49 ± 1.46 мкм2 (48 ч) →
→ 46.51 ± 3.51 мкм2 (72 ч). Площадь цитоплазмы
(Sцит) и, следовательно, площадь клетки (Sкл) макси-
мально увеличиваются через 48 ч культивирования
(Sкл = 282.01 ± 20.23 мкм2, Sцит = 243.66 ± 19.11 мкм2)
(табл. 1).

При 24-часовом культивировании в присутствии
АДФН в любой из двух концентраций клетки выгля-

дят так же, как и в нестимулированной культуре:
округлая форма клеток и округлое ядро, занимаю-
щее центральное положение, площадь которого со-
ставляет 33.93 ± 1.23 и 28.22 ± 0.88 мкм2 при концен-
трации АДФН 50 и 100 мкг/мл соответственно. Пло-
щадь цитоплазмы небольшая и составляет 107.31 ±
10.03 и 97.47 ± 6.08 мкм2 при концентрации АДФН 50
и 100 мкг/мл соответственно. К 48 ч культивирова-
ния в присутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН клетки
максимально увеличиваются в размере и почти не
меняются впоследствии, меняется форма клеток и
ядро смещается к периферии, появляются клетки
дендритоподобной формы (рис. 1, табл. 1).

Характер изменения ЯЦО у стимулированных и
нестимулированных макрофагов КМ с течением
времени культивирования одинаков. В культуре
макрофагов при 24- часовом культивировании ЯЦО
имеет максимальное значение (0.59 ± 0.06 в контро-
ле против 0.63 ± 0.04 и 0.47 ± 0.03 в присутствии 50 и
100 мкг/мл АДФН соответственно). К 48 ч культиви-
рования за счет быстрого роста цитоплазмы макро-
фаги имеют минимальное значение ЯЦО (0.32 ± 0.02
в контроле против 0.31 ± 0.03 и 0.20 ± 0.02 в присут-
ствии 50 и 100 мкг/мл АДФН соответственно). Через
72 ч ЯЦО стимулированных и нестимулированных

Таблица 1. Сравнительная морфометрическая характеристика макрофагов КМ в культуре, нестимулированных (кон-
троль) и стимулированных АДФН (50 или 100 мкг/мл)

Примечание. S – площадь. Приводятся средние значения по группам и их стандартные ошибки. Отличия достоверны при Р ≤ 0.05
от группы: аКонтроль, 24 ч; бКонтроль, 48 ч; вКонтроль, 72 ч; гАДФН, 50 мкг/мл, 24 ч; дАДФН, 50 мкг/мл, 48 ч; еАДФН, 50 мкг/мл,
72 ч; жАДФН, 100 мкг/мл, 24 ч.

Время, ч S клетки, мкм2 S ядра, мкм2 S цитоплазмы, мкм2 ЯЦО

Контроль

24 146.95 ± 14.68 33.89 ± 2.08 113.05 ± 13.19 0.59 ± 0.06

48 282.01 ± 20.23 а 37.49 ± 1.46 а 243.66 ± 19.11 а 0.32 ± 0.02 а

72 265.74 ± 36.19 а 46.51 ± 3.51 а, б 218.68 ± 36.04 а 0.38 ± 0.05 а

АДФН, 50 мкг/мл

24 141.91 ± 11.01 33.93 ± 1.23 107.31 ± 10.03 0.63 ± 0.04

48 256.39 ± 12.73 а, г 35.38 ± 0.98 220.24 ± 12.19 а, г 0.31 ± 0.03 а, г

72 232.16 ± 14.21 а, г 34.85 ± 1.11 в 196.43 ± 13.29 а, г 0.35 ± 0.02 а, г

АДФН, 100 мкг/мл

24 125.69±6.41 д 28.22 ± 0.88 г, д 97.47 ± 6.08 д 0.47 ± 0.03 г, д

48 295.96±31.70 а, г, д, ж 36.96 ± 2.57 ж 259.02 ± 30.53 а, г, д, ж 0.20 ± 0.02 а, г, д, е, ж

72 261.95±37.50 а, г, д, ж 34.59 ± 1.77 в 226.70 ± 36.80 а, г, д, ж 0.27 ± 0.02 а, г, д, е, ж
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Рис. 1. Иммуноцитохимическая окраска на маркерные белки F4/80 и CD163 макрофагов костного мозга. Клетки делили на
две больших группы: нестимулированные (контроль) и стимулированные макрофаги, в которые добавляли АДФН в дозе 50
мкг/мл (АДФН, 50) или 100 мкг/мл (АДФН, 100). Клетки культивировали с веществом в течение 24, 48 и 72 ч. Клетки фикси-
рованы и подкрашены гематоксилином Эрлиха. Ув. об.: 100×.
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макрофагов увеличивается относительно показателя
ЯЦО, измеренного через 48 ч (табл. 1).

Таким образом, для стимулированных и не сти-
мулированных макрофагов КМ в культуре отмечает-
ся изменение морфометрических параметров с уве-
личением срока культивирования. При этом, в отли-
чие от контроля, в культуре стимулированных
макрофагов КМ к 48 часам культивирования в при-
сутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН появляются клет-
ки дендритоподобной формы. В сравнении с дозой
АДФН 50 мкг/мл доза 100 мкг/мл при 48-часовом
культивировании способствует максимальному уве-
личению показателей площади цитоплазмы и пло-
щади клетки макрофагов КМ в культуре.

Характеристика пролиферативной активности мак-
рофагов КМ. Был проведен анализ соотношения
макрофагов Ki-67+ и Ki-67−. Белок Ki-67 является
общепринятым стандартом для оценки пролифера-
тивной активности клеток на каждой стадии клеточ-
ного цикла, кроме клеток находящихся в G0-фазе. В
группах макрофагов, нестимулированных и стиму-
лированных АДФН, доля Ki-67+-клеток преобладает
на всех сроках культивирования. В период 24-часо-
вого культивирования у стимулированных и нестиму-
лированных макрофагов наблюдается самое высокое
содержание Ki-67+-клеток. Дальнейшее культивиро-
вание способствует незначительному уменьшению
доли макрофагов Ki-67+ во всех исследуемых груп-
пах (рис. 2б).

Рис. 2. Соотношение макрофагов Ki-67+ и Ki-67− (a), а также F4/80+ и CD163+ (б) из костного мозга нестимулированных
(контроль, К) и стимулированных АДФН в дозе 50 или 100 мкг/мл (АДФН, 50 и АДФН, 100 соответственно) в течение 24, 48
и 72 ч (б).
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Тем не менее, была отмечена следующая тенден-
ция: при воздействии на клетки 50 мкг/мл АДФН
доля Ki-67+-макрофагов была больше в сравнении с
группами нестимулированных макрофагов и макро-
фагов, культивированных с АДФН в дозе 100 мкг/мл.

Фенотипическая характеристика макрофагов КМ.
На рис. 2а представлено соотношение макрофагов
F4/80+ (М1-фенотип) и CD163+ (М2-фенотип) кон-
трольных и стимулированных АДФН в разные сроки
культивирования. У нестимулированных макрофа-
гов в течение 24 и 48 ч культивирования нет преобла-
дания какого-либо определенного фенотипа макро-
фагов. К 72 ч наблюдается тенденция к преоблада-
нию в культуре макрофагов F4/80+.

При воздействии на макрофаги 50 мкг/мл АДФН
с увеличением срока культивирования происходит
увеличение доли CD163+-клеток в культуре. АДФН в
дозе 100 мкг/мл, наоборот, способствует увеличе-
нию доли F4/80+-макрофагов.

Содержание макрофагов F4/80+ и CD163+ оцени-
вали по показателю оптической плотности (ОП) им-
муноцитохимической реакции. У нестимулирован-
ных макрофагов с увеличением срока культивирова-
ния отмечается усиление окраски на маркер F4/80.
При 48-часовом культивировании макрофагов с
АДФН в дозе 50 мкг/мл окраска на маркер F4/80 наи-
более интенсивна (160.33 ± 7.25 усл. ед.) в сравнении с
24 (126.91 ± 6.58 усл. ед.) и 72 (142.07 ± 5.41 усл. ед.) ча-
сами культивирования. Окрашивание на F4/80 также
усиливается при воздействии на клетки 100 мкг/мл
АДФН на сроках культивирования с веществом 24 и
48 ч. Содержание маркера CD163 при стимуляции

макрофагов 50 и 100 мкг/мл АДФН повышено при
24-часовом воздействии вещества на культуру
(134.24 ± 2.68 и 132.2 ± 1.85 усл. ед. соответственно)
по сравнению с нестимулированным контролем
(121.71 ± 3.81 усл. ед.) (табл. 2).

Характеристика образования TGF-β в цитоплазме
макрофагов. Клетки окрашивали иммуноцитохими-
чески на наличие в цитоплазме TGF-β. Интенсив-
ность окраски TGF-β у нестимулированных макрофа-
гов уменьшается к 72 ч культивирования. Окраска на
цитокин TGF-β становится более интенсивной к 48 ч
культивирования клеток в присутствии 50 мкг/мл

Таблица 2. Содержание маркеров F4/80 и CD163 макрофагов КМ контрольных и стимулированных АДФН в дозе 50
или 100 мкг/мл в течение 24, 48 и 72 ч

Примечание. Содержание маркера определяли по показателю оптической плотности иммуноцитохимической окраски. Приводятся
средние значения и их стандартные ошибки. Отличия достоверны при Р ≤ 0.05 от группы: аКонтроль, 24 ч; бКонтроль, 48 ч; вАДФН,
50 мкг/мл, 24 ч; гАДФН, 50 мкг/мл 72 ч; дАДФН, 100 мкг/мл 24 ч.

Время, ч Контроль АДФН, 50 мкг/мл АДФН, 100 мкг/мл

F4/80, усл. ед (М1-фенотип)

24 129.54 ± 8.50 126.91 ± 6.58 144.17 ± 5.49а, в

48 134.67 ± 5.10 160.33 ± 7.25а, б, в, г 149.76 ± 3.88а, б

72 145.95 ± 3.87а 142.07 ± 5.41 134.17 ± 4.58

CD163, усл. ед. (М2-фенотип)

24 121.71 ± 3.81 134.24 ± 2.68 а 132.2 ± 1.85а

48 129.25 ± 2.37 119.39 ± 1.87б, в 115.74 ± 7.26б, в, д

72 120.74 ± 5.51 114.69 ± 2.00б, в 129.34 ± 2.93г

Таблица 3. Содержание TGF-β в цитоплазме макрофагов
КМ, культивированных в отсутствие (контроль) и в при-
сутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН в течение 24, 48 и 72 ч

Примечание. Содержание маркера определяли по показателю
оптической плотности иммуноцитохимической окраски. При-
водятся средние значения и их стандартные ошибки. Отличия
достоверны при Р ≤ 0.05 от группы: аКонтроль, 24 ч; бАДФН,
50 мкг/мл, 24 ч; вАДФН, 100 мкг/мл 24 ч.

Время, 
ч

TGF-β, усл. ед.

Контроль АДФН, 
50 мкг/мл

АДФН, 
100 мкг/мл

24 136.06 ± 1.91 125.21 ± 1.11а 141.72 ± 1.33а

48 147.72 ± 1.31а 152.30 ± 1.37а, б 153.20 ± 1.55а, в

72 113.10 ± 1.97а, б 140.15 ± 1.47б 134.02 ± 1.75в
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АДФН, и ее интенсивность сохраняется в течение
72 ч. АДФН в дозе 100 мкг/мл усиливает окраску
TGF-β к 48 ч, и уменьшает ее к 72 ч культивирования
клеток с веществом (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Макрофаги – клетки иммунной системы, облада-

ющие активной подвижностью, адгезивностью и
выраженной способностью к фагоцитозу. В норме
эти клетки отвечают за поддержание гомеостаза в
различных периферических тканях (дерма, кость,
легкие, селезенка, жировая ткань и пр.) путем удале-
ния апоптических клеток и синтеза широкого спек-
тра цитокинов. В случае возникновения патологиче-
ских состояний происходит истощение макрофагов
в месте локализации воспаления и восстановление пу-
ла этих клеток идет из моноцитов КМ, которые диффе-
ренцируются из кроветворной клетки-предшественни-
ка (Davies et al., 2013; Bonnarde, Guilliams, 2018).

В настоящее время известно, что макрофаги КМ
не однородны, что выражается в большом разнооб-
разии высвобождаемых цитокинов, маркеров клеточ-
ной поверхности и транскрипционных профилей.
Также, макрофаги КМ выполняют ряд уникальных
функций, связанных с процессом кроветворения:
участвуют в выживании эритробластов во время их со-
зревания, поддерживают гомеостаз гематопоэтиче-
ских стволовых клеток. Тканевые сигналы, сигналы
нейроэндокринной системы, энергетический статус, а
также сигналы, связанные с патогеном, являются по-
тенциальными факторами, которые способны контро-
лировать активацию макрофагов (Nagareddy et al.,
2014; Röszer, 2018).

Можно предположить, как и у макрофагов любых
других органов, фенотип макрофагов КМ будет ме-
няться в зависимости от повреждающего фактора.
Это может оказывать существенное влияние на ин-
тенсивность кроветворения. Участие макрофагов в
восстановительном росте тканей и процессах крове-
творения, делает эти клетки потенциальными ми-
шенями для терапии при повреждении. В связи с
этим, возможность репрограммирования макрофа-
гов КМ в патогенезе заболеваний является перспек-
тивной стратегией в терапии этих заболеваний, что и
определило основные цели и задачи данной работы.

В настоящей работе рассматривали ответ популя-
ции костномозговых макрофагов в условиях in vitro
подвергшихся стимуляции АДФН. В ряде исследо-
ваний in vivo было показано, что соединение регули-
рует функционально-метаболическую активность
макрофагов, ингибируя обратимо на 10–12 ч избы-
точную продукцию TNF-α, IL-1 и других провоспа-
лительных факторов, а также повышая продукцию
TGF-β и IL-10 при регенерации поврежденных ор-

ганов (Jukić et al., 2011, 2012; Danilova et al., 2017, 2020;
Поздина и др., 2020).

В отличие от зрелых тканевых макрофагов, выде-
ленных из других органов, в культуре макрофагов
КМ экспрессия маркеров F4/80 и CD163 и также
окончательная дифференциация клеток происходит
к 48 ч культивирования (Поздина и др., 2020). В про-
цессе роста у нестимулированных макрофагов нет
преобладания какого-либо определенного феноти-
па. Через 72 ч культивирования макрофаги КМ в
большинстве своем становятся преимущественно
провоспалительными (М1). Это означает, что для
незрелых макрофагов КМ не характерно преоблада-
ние какого-либо одного фенотипа, а зрелые макро-
фаги КМ в подавляющем большинстве являются
провоспалительными (М1) клетками, функцией ко-
торых является фагоцитирование клеточного дебри-
са и участие в клеточном ответе на воспалительные
реакции организма. С увеличением срока культиви-
рования у нестимулированных макрофагов отмеча-
ется понижение содержания TGF-β.

АДФН обладает выраженным дозозависимым
действием на макрофаги КМ. Стимуляция макрофагов
АДФН в дозе 50 мкг/мл способствует росту количества
CD163+-клеток и содержания этого маркера с увеличе-
нием срока культивирования. Действие 100 мкг/мл
АДФН, наоборот, с увеличением времени культиви-
рования приводит к повышению доли F4/80+-кле-
ток в культуре и росту содержания этого маркера.
При воздействии АДФН (50 и 100 мкг/мл) содержа-
ние TGF-β достигает максимального значения к 48 ч
культивирования клеток с веществом. При добавле-
нии АДФН в культуру моноцитов ускоряется созре-
вание макрофагов.

Ранее было показано, что АДФН в резидентных
макрофагах способствует изменению профиля сек-
ретируемых цитокинов, при этом изменения коли-
чества поверхностных фенотипических маркеров не
происходило (Поздина и др., 2020). В отличие от ре-
зидентных макрофагов, макрофаги КМ обладают
более выраженным ответом на вещество, который
приводит к поляризации макрофагов и появлению
фенотипа М1 или М2. Однако имеющихся данных
недостаточно. В следующей работе мы планируем
оценить секрецию цитокинов для однозначного
утвердительного ответа.
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Morphometrical and immunophenotypical characteristics of macrophage cell cultures obtained from rats bone mar-
row were evaluated. Obtained cell cultures were stimulated with macrophages activator aminodihydrophthalazine-
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dione (ADPN) in vitro for 24, 48 and 72-hour. Cells, nucleus, cytoplasm area were measured and nuclear cytoplas-
mic ratio (NCR) were calculated. Proliferative activity was assessed by the presence of the Ki-67 protein. The phe-
notype of macrophages was determined by the expression of the CD163 and F4/80 receptors. The content of the
growth factor TGF-β in the cytoplasm of macrophages was estimated. Stimulation of macrophages by 50 μg/mL
ADPN promoted an increase in the number of CD163+ cells and  content of this marker with an increase of cultiva-
tion time. On the contrary, the action of 100 μg/mL ADPN leads to an increase in the proportion of F4/80+ cells in
the culture and to an increase of the marker content with an increase of cultivation time. The accumulation of TGF-
β occurs during 48 h of cell cultivation under the action of 50 μg/mL ADPN. Increased amounts of the factor persist
for 72 hours. 100 μg/mL ADPN enhanced the formation of TGF-β within 48 h, and inhibited it in 72 h in the pres-
ence of the substance. When ADPH is added to the culture of monocytes, the maturation of macrophages is accel-
erated. Moreover, the substance also has a pronounced dose-dependent effect on bone marrow macrophages.

Keywords: macrophages, bone marrow, sodium aminodihydrophthalazinedione
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Изучено влияние стеклокристаллического материала “Биосит-Ср Элкор” на ранние стадии морфогенеза
остеоидных структур в культурах мезенхимных стромальных клеток костного мозга. Максимальный срок
культивирования 28 сут. Морфологические исследования выполнены с применением сканирующей элек-
тронной микроскопии. Установлено, что силикоалюмофосфат ускоряет образование остеоидных струк-
тур, усиливает синтез, компактизацию и минерализацию фибриллярного коллагена, активирует матрикс-
ные везикулы путем гиперплазии, гипертрофии и экскреции. В ходе культивирования стеклокристалли-
ческий материал частично растворяется и распадается, в питательную среду выходят химические агенты,
обладающие сшивающими, поверхностно-активными и минерализующими свойствами. За счет действия
поверхностно-активных агентов компактизированные коллагеновые волокна расправляются и перфори-
руются с формированием гаверсифицированных пластинчатых структур – структурных предшественни-
ков костных пластинок. Минерализующее действие опосредуется усилением гомо- и гетерогенной нукле-
ации кальцийфосфатов, отложением минеральных конкреций в дифференцирующихся клетках и в волок-
нах коллагеновой подложки, что ускоряет инволюцию клеточной культуры. Сделано заключение, что
стеклокристаллический материал Биосит-Ср Элкор оказывает стимулирующее влияние на ранние стадии
остеогенеза в условиях in vitro.

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки костного мозга, коллаген I типа, силикоалюмофосфа-
ты, остеогенез, матричные везикулы, минерализация, кальцийфосфаты, костные пластинки
DOI: 10.31857/S0041377121050047

Морфогенез органотипических структур в усло-
виях in vitro и, безусловно, in vivo − явление трехмер-
ное, что предполагает соответствующие аналитиче-
ские 3D-подходы. Тем не менее, классические спо-
собы культивирования дифференцирующихся
стволовых клеток основаны на применении двумер-
ных моделей, преимущества которых хорошо из-
вестны. Прежде всего, это быстрая и относительно
простая экспериментальная проверка результатов,

построенных на анализе прижизненных или фикси-
рованных клеточно-тканевых материалов (Nelson,
Bissell, 2006). Благодаря этому достигнуто немало.
Но оно же затмило главный недостаток методологий
2D-подходов – морфогенез рассматривается исклю-
чительно в плоскостях горизонтальной направлен-
ности, а структуры в ортогональных проекциях недо-
ступны. Недостаток в определенной мере компенсиру-
ют сканирующей зондовой технологией (сканирующая
электронная, атомно-силовая, туннельная микроско-
пии), расширяющей инструментальный континуум
и позволяющей изучать трехмерные интерфейсы с
высоким пространственным разрешением. Особен-
но полезны подобные методики (в частности, ска-
нирующая электронная микроскопия) при исследо-
вании морфогенетических последствий влияния тех

Принятые сокращения: АКФ – аморфизированный кальций-
фосфат; ГА − гидроксиапатит; ГС − гранулы стеклокристал-
лического материала “Биосит-Ср Элкор”; КФ − кальцийфос-
фат; МВ − матриксные везикулы; МСК-КМ − мезенхимные
стромальные клетки костного мозга; ОКФ − октакальцийфос-
фат; САПО − силикоалюмофосфаты; СЭМ − сканирующая
электронная микроскопия; PBS – фосфатно-солевой буфер-
ный раствор.

УДК 57.085.23;57.089.67
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химических агентов, которые по своей природе об-
разуют трехмерные связи.

Применительно к кремнию речь идет о силокса-
новых связях (≡Si–O–Si≡), формирующих устойчи-
вые 3D-конфигурации. Именно трехмерные надмо-
лекулярные конструкции могут оказаться морфогене-
тическим стартапом, детальный анализ которого в
парадигме 2D-подходов явно ограничен. Одними из
источников силоксановых связей являются природные
и синтетические силикоалюмофосфаты (САПО) −
микропористые твердые вещества с различным соот-
ношением SiO2 : Al2O3 : P2O5. Синтетические САПО об-
ладают технологически привлекательными свойства-
ми: механической прочностью, термостойкостью, а
также селективной каталитической активностью
(Lok et al., 1984; Sinha et al., 1997; Fujdala, Tilley, 2001;
Akhtar et al., 2014; Peng et al., 2018). Известны различ-
ные варианты (AlxPySiz)О2: САПО-11, САПО-18,
САПО-34, САПО-34/18, САПО-39, САПО-40 и др.,
отличающиеся соотношением SiO2/Al2O3 (Li et al.,
2019; Knyazeva et al., 2019; Wang et al., 2019).

Все разновидности САПО имеют структуру спе-
цифически расположенных бренстедовских кислот-
ных центров, позволяющих использовать их для про-
ведения направленных химических реакций. Биоси-
таллы – аморфные стеклокристаллические материалы,
при растворении которых возникают фазовые неодно-
родности. Так, в жидких биомиметической среде (сы-
воротке крови) САПО постепенно растворяются без
осаждения. При этом изменяется структура решетки
стекла, в которую входят гидроксильные ионы, а в
ходе выщелачивания высвобождаются кремний,
кальций и фосфор (Nikolić et al., 2017; Aripova et al.,
2020).

Хорошо известно, что это остеотропные химиче-
ские элементы, которые повышают плотность костной
ткани и сдерживают ее резорбцию при остеопении,
спровоцированной геохимическими или патофизио-
логическими факторами (Bae et al., 2008; Laruelle et al.,
2009; Kim et al., 2009; Bu et al., 2015; Rodella et al.,
2014). Остеостимулирующие эффекты являются ба-
зовыми и хорошо изучены на популяционном и ор-
ганизменном уровнях. Что же касается клеточных
механизмов, проявляющихся на ранних стадиях, то
сведений об этом недостаточно. В этом смысле пер-
вичные культуры дифференцирующихся стволовых
клеток являются подходящей моделью для изучения
остеогенеза на ранних стадиях.

Цель работы – определить характер влияния си-
ликоалюмофосфата на морфогенез остеоидных
структур при культивировании мезенхимных стро-
мальных клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Культуру диплоидных мультипотентных

мезенхимных стромальных клеток (МСК) получали
из костного мозга конечностей новорожденного

кролика породы Шиншилла по стандартному мето-
ду (Николаенко, 2008). Для получения необходимо-
го количества клетки культивировали в питательной
(ростовой) среде следующего состава – αMEM (Sig-
ma, США), 10% сыворотки эмбрионов коров (Hy-
Clone, США), 1% раствора антибиотиков Pen Strep
(Sigma, США), 1% раствора глутамина Ultragluta-
mine (Lonza, Bеlgium). При пересеве открепление
клеток осуществляли с помощью 0.25%-ного раство-
ра трипсина в этилендиаминтетрауксусной кислоте
(Invitrogen, Великобритания). Пассирование выпол-
няли каждые 5–7 сут по достижении клетками суб-
конфлюентного монослоя в культуральных флако-
нах площадью 25 и 75 см2 (TPP, Швейцария). Клетки
открепляли и пересевали в чашки Петри Tissue Cul-
ture Flask (TPP, Швейцария) диаметром 34 мм.

Варианты экспериментов: 1) контроль – стандарт-
ное культивирование клеток; 2) культивирование на
подложке из коллагена I типа; 3) культивирование в
присутствии гранул стеклокристаллического мате-
риала “Биосит-Ср Элкор” (ГС); 4) культивирование
с использованием коллагена I типа и ГС. Культиви-
рование проводили в ростовой и дифференцировоч-
ной (остеогенной) средах StemPro Osteogenesis Dif-
ferentiation Kit (Life Technologies, США) при 37°С в
СО2-инкубаторе в атмосфере 5% СО2.

Получение коллагена I типа. Коллаген получен из
паравертебральных хвостовых сухожилий крыс по-
роды Вистар методом кислотной экстракции, кото-
рый обеспечивает сохранение концевых телопептидов
(Кухарева и др., 2003). Раствор коллагена приготовлен
в следующей последовательности. Первичные образ-
цы сухожильных нитей выводили из хвостов, про-
мывали 0.9%-ным раствором NaCl и проводили экс-
тракцию в 0.5 М CH3COOH. Полученный после экс-
тракции материал осаждали, доводили концентрацию
NaCl до 0.9 М; центрифугировали и диализовали про-
тив воды с последующей заменой на 0.1 М раствор ук-
сусной кислоты. После диализа полученный раствор
доводили до содержания уксусной кислоты 0.5 М.
Далее проводили фосфатное осаждение: диализ про-
тив 0.5 М Na2HPO4 в течение 2 сут, затем заменяли
раствор на 0.02 М Na2HPO4, эту процедуру повторя-
ли еще три раза. Новый осадок разбавляли 0.5 М ук-
сусной кислотой. Далее стерилизовали коллаген пу-
тем диализа в 0.5 М уксусной кислоте с хлорофор-
мом с последующей сменой раствора на 0.1, 0.001 М
раствор уксусной кислоты. В течение следующих
4 сут меняли 0.001 М раствор уксусной кислоты
еще 2 раза. В итоге получали концентрированный
раствор коллагена I типа, который разводили в
0.001%-ном растворе уксусной кислоты до концен-
трации 100 мкг/мл (Швед и др., 2007). Белок в конеч-
ной концентрации наносили на внутреннюю по-
верхность культуральных сосудов или ГС, оставляли
на 30 мин при 37°С. В результате такого способа на-
несения на поверхностях формировался тонкий
слой белка в молекулярной форме (Швед и др.,
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2007). После этого убирали не связавшийся с по-
верхностью белок, промывая фосфатно-солевым бу-
ферным раствором (PBS) и ростовой средой.

Стеклокристаллический материал “Биосит-Ср Эл-
кор” (ГС). Материал разработан в ООО НПФ “Эл-
кор” (Санкт-Петербург). Диаметр зернения ГС со-
ставлял 1–0.3 мм. В состав ГС входят (мас. %): 26.0–
33.4 SiO2; 10.5–13.5 P2O5; 4.3–5.5 Al2O3; 23.6–30.4 CaO;
2.1–2.7 MgO; 3.5–4.5 ZnO, а также 30 об. % даллита.
Общая пористость ГС составляет 60% (Елагина и др.,
1999). Непосредственно перед использованием ГС
дважды промывали полной ростовой средой с содер-
жанием СЭК 10%.

На все варианты экспериментальных поверхно-
стей высевали МСК-КМ в ростовую среду с разной
плотностью: 21.7 тыс. кл./см2 для культивирования в
течение 3 и 7 сут, 5.4 тыс. кл./см2 для культивирова-
ния в течение 14 сут и 2.7 тыс. кл./см2 (для культиви-
рования в течение 21 и 28 сут. После прикрепления
клеток к подложке в половине лунок заменяли среду
на дифференцировочную. Клетки культивировали в
течение указанных сроков, меняя соответствующую
среду два раза в неделю.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Для СЭМ образцы освобождали от питательной сре-
ды, промывали PBS и деионизованной водой. Затем
фиксировали в растворе глутарового альдегида на
PBS по схеме: 0.5%-ный раствор – 15 мин, 1%-ный –
30 мин, 2%-ный – 45 мин. Обезвоживали в растворах
этанола в деионизованной воде восходящей концен-
трации по схеме: 10, 30, 45, 60, 70% – по 15 мин, 80% –
10 мин, 90% – 5 мин, 96% – 2 мин. Фиксированные
образцы напыляли золотом в вакуумной установке
K550X (Emitech, Англия) и изучали на растровых
электронных микроскопах JSM-7001F (Jeol, Япо-
ния) и LEO 1420 (Carl Zeiss, Германия). Презента-
тивность результатов обеспечивали 2–3 повторами
каждой серии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При культивировании МСК-КМ совместно с эк-

зогенным коллагеном и ГС в дифференцировочной
среде формируется структурно неоднородная воло-
конная подложка, состоящая из рыхлой и плотной
частей. В рыхлой части коллагеновая подложка
трансформируется в ячеистую структуру с множе-
ственными сообщающимися отверстиями, сплетен-
ными коллагеновыми волокнами, утолщающимися в
узлах и покрывающими делящиеся клетки (рис. 1а). В
плотной части коллагеновые субфибриллы организо-
ваны в многослойную пористую пленку (рис. 1б).
Размеры пор варьируют в пределах от 50 нм до 1.5
мкм. Форма пор аппроксимируется ближе к эллип-
соидам с хаотично ориентированными длинными
осями (рис. 1в), свидетельствующая о действии раз-
нонаправленных сил растягивания, возможно, в
связи с ростом поверхностного натяжения жидкой

фазы. По мере увеличения сроков культивирования
подложка дезорганизуется, сетчатые структуры рас-
падаются (рис. 1г), пластинчатые структуры разрых-
ляются и частично отслаиваются (рис. 1д), коллаге-
новые волокна утолщаются, скручиваются, смор-
щиваются (рис. 1е).

В ходе культивирования коллагеновая подложка
активно взаимодействует с ГС, также подвергающи-
еся закономерной трансформации. Частицы исход-
ных образцов ГС имеют структуру склеенных поли-
гональных линз (рис. 2а). По данным энергодиспер-
сионного анализа в их состав входят (мас. %):
O (31.0), Ca (23.0), Si (13.0), P (3.0), Al (2.5). В течение
3 сут культивирование ГС покрываются минераль-
но-органической пленкой − пористой (рис. 2б) или
плотной (рис. 2в). От пленок отходят короткие тон-
кие спайки, прикрепляющие ГС к подлежащим
структурам (рис. 2г) и удерживающие их в фиксиро-
ванном состоянии в условиях достаточно продолжи-
тельного культивирования (до 28 сут).

Пористая структура ГС в какой-то мере сходна со
структурой функционализированных мезопористых
кремнеземов с расширенными порами, используемых
в близких экспериментальных условиях для доставки
полимерных и жидкоподобных биомиметических
предшественников аморфизированных кальцийфос-
фатов (АКФ) со стимуляцией внутрифибриллярной
минерализации коллагена (Luo et al., 2016; Wei et al.,
2020). В питательных средах (в равной мере в росто-
вой и дифференцировочной) мезопористость ГС
проявляет структурную нестабильность – гранулы
пронизываются множественными широкими кана-
лами (рис. 2д). Гранулы в нейтральном или слабоще-
лочном растворах питательных сред беспорядочно
расклеиваются, крошатся, фрагментируются по ли-
ниям спекания с высвобождением остроугольных
кварцеподобных линз (рис. 2е), несомненно, увели-
чивающих риски повреждения клеток.

Физико-химические механизмы разрушения ГС
под воздействием питательных сред не ясны. Рас-
творение изоморфов кремнезема обусловлено нук-
леофильным воздействием диполей воды на связи
(≡Si−O−Si≡) в сети (SiO2)n. Молекулы воды ориен-
тируют свой электроотрицательный кислород к ато-
му Si, перемещая электронную плотность на силок-
сановые связи, растягивая их вплоть до разрыва и
высвобождая гидратированные атомы Si в составе
кремниевой кислоты H4SiO4 (Dove et al., 1990). Пе-
реход от твердого вещества к растворенному в по-
добных материалах происходит через промежуточ-
ное состояние геля, изменение структуры каталити-
ческих центров, и неизбежно сопровождается
выходом в раствор активных молекулярных групп и,
прежде всего, силикатных полианионов (  где
i – число атомов кремния), вытесняемых из ситаллов
в ходе замены атомов кремния на атомы фосфора
(Поляков и др. 2008; Douglass et al., 2018). В струк-
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турe  отсутствует дальний порядок, что снижа-
ет термодинамическую стабильность и ускоряет ки-
нетику растворения (Alexandre et al., 1997). Вслед-
ствие этого повышаются связеобразующие свойства
полианионов  усиливающие сшивку органи-
ческих макромолекул, в том числе и фибриллярного
коллагена. Таким образом, в данной модели сили-
катные полианионы функционируют как гелеобра-
зующие агенты.

Сшивающее действие является, по нашему мне-
нию, наиболее вероятным механизмом компактиза-
ции коллагеновых волокон при участии ситаллов.

−4
4iSiO

−4
4iSiO ,

Все начинается с адгезии фибрилл, оплетающих ми-
неральные частицы (рис. 3а), безусловно, приводя-
щей к механической сшивке гранул. Силикаты во-
обще усиливают адгезионные взаимодействия меж-
ду минеральной и органической фазами: ускоряется
время схватывания пломбировочного (твердеющего
или цементного) материала и увеличивается количе-
ство прилипших к нему клеток (Kang, 2020; Shie et al.,
2012), склеиваются с костными трабекулами части-
цы гидроксиапатита (ГА) в кремнеземколлагеновом
композите (Heinemann et al., 2013). Сшивающие
свойства силикатов, конечно, синергичны имма-
нентной способности к внеклеточной самосборке и

Рис. 1. Микрофотографии структурных трансформаций коллагеновой подложки в ходе культивировании МСК-КМ в диф-
ференцировочной среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Сетчатая структура подложки (3 сут); б – стромаль-
ные клетки, погруженные в коллагеновую подложку, 3 сут (стрелки); в – пористые структуры коллагенового покрытия стро-
мальной клетки (3 сут); г – распад сетчатой структуры коллагеновой подложки (7 сут); д – разрыхление и отслоение пластин-
ки компактизированных коллагеновых волокон (14 сут); е – утолщение и механические деформации коллагеновых волокон
подложки (14 сут).

а б1 мкм 1 мкм

в г0.1 мкм 10 мкм

д е1 мкм 1 мкм
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агрегации коллагеновых волокон с формированием
протяженных пластинчатых структур.

Усиливается этот процесс стволовыми клетками,
о чем свидетельствует массовое расселение клеточ-
ных клонов на обширных пленочных покрытиях ГС
(рис. 3б). Покрытия перфорированы, что увеличива-
ет площадь крепежной поверхности в узлах сплете-
ния коллагеновых нитей (рис. 3в) и способствует
равномерному распределению механических нагру-
зок. Пленки явно гибкие, так как интимно облегают
шероховатую текстуру поверхности гранул (рис. 3г).
В итоге гранулы пакетируются, связи упрочняются,
лизис и распад сдерживаются. Механические моти-

вы, оптимизирующие прочностные свойства данной
конструкции, по-видимому, являются целеполагаю-
щими индукторами не только хорошо организован-
ного перфорирования, но и особого структурирова-
ния отверстий, придающих пластинкам сходство с
гаверсифицированными костными ламеллами, по-
являющимися в очагах регенерации костной ткани и
в эмбриональных закладках остеогенной направлен-
ности. Перфорирование, уплотнение и выстояние
краев, многорядность и принятие отверстиями тер-
модинамически выгодной округлой формы (рис. 3д)
необратимый и в данных экспериментальных усло-
виях довольно быстротечный процесс. Через 14 сут

Рис. 2. Микрофотографии структурных преобразований гранул ситалла при инкубации в дифференцировочной среде (ска-
нирующая электронная микроскопия). а – Структура исходного образца ситалла; б – пористая пленка на поверхности гра-
нулы ситалла (3 сут); в – плотная пленка на поверхности, сшивающая гранулы ситалла, 3 сут (стрелка); г – волокнистые спай-
ки, фиксирующие гранулы к подложке, 14 сут (стрелка); д – микроканалы в грануле ситалла, 14 сут (стрелки); е – линза на
месте распавшейся гранулы ситалла (14 сут).

а б100 мкм 0.1 мкм

в г1 мкм 1 мкм

д е1 мкм 50 мкм
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культивирования большая часть ГС-ассоциирован-
ных ламелл разрушается, сохраняя в дебрисе обрыв-
ки с характерной структурой компактизированных
коллагеновых волокон (рис. 3е).

Стволовые клетки чувствительны к действию
остеоиндуктивных агентов, содержащихся в диффе-
ренцировочной среде. Наиболее ранним структур-
ным откликом является гиперплазия везикул внут-
риклеточного матрикса. На коротких сроках культи-
вирования МСК (до 7 сут) матриксные везикулы
(МВ) имеют шаровидную форму и диаметр, варьи-

рующий от 30 до 500 нм (рис. 4а). При увеличении
продолжительности культивирования МВ делятся
почкованием (рис. 4б) и мигрируют во внеклеточное
пространство, где увеличиваются в размерах путем
слияния в крупные до 5−7 мкм формы (рис. 4в), ад-
гезируя к наружной поверхности клеток (рис. 4г).
Матриксные везикулы непосредственно взаимодей-
ствуют с ГС: оседают, прилипают, формируя поли-
морфные агрегаты (рис. 4д). Увеличение численно-
сти и размеров МВ с формированием мегаформ, без-
условно, свидетельствует об активации процессов

Рис. 3. Микрофотографии ранних стадий формирующихся остеоидных структур с участием гранул ситалла (сканирующая
электронная микроскопия). а – Фиксация тонких нитей коллагеновых волокон к гранулам ситалла, 3 сут (стрелки); б – пер-
форированные пластинки и расположенные на их поверхности стромальные клетки (3 сут); в – межфибриллярные скрепле-
ния в тонкой пластинке (3 сут); г – эластичная пленка, огибающая текстуру поверхности гранулы (3 сут); д – перфорирован-
ный участок коллагеновой пластинки с уплотненными гаверсоподобными отверстиями (3 сут); е – дебрис с останками пла-
стинчатых структур (14 сут).

а б5 мкм 1 мкм

в г0.2 мкм 0.2 мкм

д е1 мкм 1 мкм
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гомогенной нуклеации. С учетом состава дифферен-
цировочной среды можно с уверенностью заявить о
стимулирующем действии остеогенных агентов,
введенных в питательные среды.

МВ – основные структуры, обеспечивающие го-
могенную нуклеацию кальцийфосфатов (КФ), и на-
прямую индуцируют первичную минерализацию в
ходе остеогенеза. Везикулы содержат нуклеацион-
ные комплексы (НК), состоящие из АКФ, фосфати-
дилсерина и аннексина V. Основным механизмом
формирования НК является накопление во внутри-

везикулярной жидкости кислотно-лабильной фазы,
включающей ионы Ca2+ и  в узком диапазоне
значений рН между 7.4–7.8 (Valhmu et al., 1990). Ин-
травезикулярные протеогликаны, обволакивая нук-
леационные центры, создают диффузионный ба-
рьер, ограничивающий осаждение и распростране-
ние структурирующихся КФ (Howell et al., 1977).
Везикулы имеют двуслойную цитолемму, по сравне-
нию с плазматической мембраной более обогащенную
сфингомиелином и фосфатидилсерином (Wuthier,
1975), связывающими и блокирующими проникно-

−3
4PO ,

Рис. 4. Микрофотографии трансформаций матриксных везикул при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной
среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Гиперплазия матриксных везикул в цитоплазме дифференцирующейся
клетки, 3 сут (стрелки); б – деление матриксных везикул путем почкования во внеклеточном матриксе, 7 сут (стрелка); в –
гипертрофия и адгезия матриксных везикул к поверхности клетки, 7 сут (стрелка); г – адгезия матриксных везикул к волок-
нам внеклеточного матрикса, 7 сут (стрелки); д – адгезия матриксных везикул и гранул ситалла к коллагеновым волокнам,
7 сут; е – адгезия слившихся матриксных везикул к новообразованным коллагеновым волокнам, 7 сут.

а б1 мкм 3 мкм

в г5 мкм 4 мкм

д е2 мкм 3 мкм
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вение в МВ ионов Ca2+ и  ингибируя тем самым
минералогенез (Wu et al., 2002). Фосфолипазы дегра-
дируют липиды и, обеспечивая доступ Ca2+ и  к
термодинамически устоявшимся центрам нуклеа-
ции (Blandford et al., 2003), стимулируют таким обра-
зом структурирование КФ.

Процессы гомогенной нуклеации поддержива-
ются нарастающим накоплением в нуклеационных
ядрах Ca2+ и - в нерастворимых формах, прони-
кающих в МВ из материнской фазы (культуральной
жидкости), перенасыщенной КФ. Возможно, именно
поэтому процессы гомогенной нуклеации активиру-
ются в непосредственной близости от микрозерен –
источников ионных пар Ca2+ и  направленно ми-
грирующих по механизму электрохимического гради-
ента к МВ внеклеточного матрикса. Приближение
микрозерен к зонам избыточной концентрации хи-
мических прекурсоров приводит к увеличению сте-
пени локального пересыщения и повышает вероят-
ность возникновения зародышей АКФ. Кластеры
АКФ образуются через формирование отдельных
структурных субъединиц Ca3(PO4)2 диаметром ~1.0 нм,
объединяющихся в группы Поснера [Ca3(PO4)2]3 –
энергетически наиболее устойчивые конфигурации
прото-ядер, агрегирующиеся в частицы диаметром
~110 нм, не содержащие кристаллиты минерала и
потому рентгеноаморфные (Wu et al., 1997). В местах
минерализации за счет увеличения локальной кон-
центрации фосфата и гидролиза неорганических пи-
рофосфатов  (одних из самых мощных ингиби-
торов апатитогенеза) концентрация ионов кальция
и фосфатов превышает точку их растворимости и на-
капливаются средние и основные КФ (Wuthier et al.,
1972). По достижению критической концентрации
структурированных КФ скачкообразно запускается
кристаллизация ядер октакальцийфосфатов (ОКФ):
зародыши структурирующихся КФ через трехсуточ-
ную лаг-стадию массово оседают на поверхностях
ГС к 14 сут культивирования.

Везикулы внеклеточного матрикса в простран-
стве клеточной культуры распределены неравномер-
но. Вблизи коллагеновых субфибрилл, образован-
ных de novo, ориентируются в основном крупные
почкующиеся везикулы правильной округлой фор-
мы с четкими линиями мембран (рис. 4е). Многие
МВ избирательно адгезированы к узким участкам
волокон, возможно, стремясь к установлению свя-
зей аннексинов с C-телопептидами. Формирование
такого рода интерфейса с одной стороны свидетель-
ствует о структурной зрелости новообразованных
фибрилл, а с другой, способствует локальному на-
коплению ионов Са2+ (Kirsch et al., 1994). Матрикс-
ные везикулы, дислоцированные в очагах отслоения
коллагеновой подложки, менее крупные, контуры
мембраны размыты, в популяции доминируют де-
фектные формы МВ. Таким образом, матриксные
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везикулы дифференцированно вовлекаются в ассо-
циирование с коллагеновыми волокнами в зависи-
мости от степени структурно-метаболической кон-
груэнтности обоих партнеров.

В условиях культивирования гомогенная нуклеа-
ция осуществляется не изолированно, а в общем
остеогенетическом тренде, направленном на обра-
зование костных пластинок. Вышеописанное струк-
турирование плотных пластинок на ГС останавлива-
ется на 3−7 сут культивирования в дифференциро-
вочной среде вследствие распада ГС в связи со
структурно-механической несостоятельностью пер-
форированных пластин. Через 10−14 сут культиви-
рования процессы компактизации коллагеновых во-
локон и структурирования КФ перемещаются в ство-
ловые клетки, дифференцирующиеся в остеогенном
направлении. Клетки активно, начиная с 3 сут культи-
вирования в дифференцировочной среде, синтези-
руют пре-коллагены, вступающие во взаимодей-
ствия с МВ в ходе внутриклеточной самосборки
(рис. 5а). Это может быть прямым следствием втор-
жения носителей силоксановых связей внутрь кле-
ток, что вообще свойственно кремнийсодержащим
соединениям, например, метасиликату натрия, ко-
торый действует внутриклеточно, способствует об-
разованию минерализованных конкреций и активи-
рует синтез фибриллярного коллагена I типа в осте-
областах (Kim et al., 2013).

Фибриллы проявляют морфологические призна-
ки структурной зрелости в виде упорядоченного че-
редования (с периодом в пределах 70−80 нм) тонких
и толстых участков доменов первичных полипептид-
ных цепей фибриллярного коллагена I типа. Одно-
временно с этим значительная часть нитей тропо-
коллагенов секретируется в ближайшее внеклеточ-
ное пространство (рис. 5б) и далее компактизируется
в полупрозрачные пластинки (рис. 5в). Кроме вне-
клеточной, активно функционирует и внутрикле-
точная компактизация коллагеновых фибрилл, за-
канчивающаяся формированием толстых шнуров
или же пластин, выталкиваемых из клеток (рис. 5г).
Очевидно, что стволовые клетки дифференцирова-
лись в коллагенпродуцирующие остеобласты, которые
способны генерировать энергетичные тяговые силы,
позволяющие перемещать довольно массивные паке-
ты фибриллярного материала. Цитоплазма дифферен-
цирующихся клеток уплотняется, МВ мигрируют в
вытянутые перфорированные отростки, превращаю-
щиеся в отростчатые пластинчатые структуры
(рис. 5д).

Минерализация костных пластинок осуществля-
ется по механизмам гомо- и гетерогенной нуклеа-
ции. О гомогенной нуклеации свидетельствует локаль-
ное накопление МВ, а о гетерогенной – формирование
депозитов на поверхностях кальцифицированных
структур – остатков петрифицированных клеток и вы-
тянутых отростчатых пластинок. Локальное накоп-
ление МВ происходит внеклеточно, в местах выхода
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компактизирующихся нитей тропоколлагена. В ре-
зультате в поверхностных слоях цитоплазмы форми-
руются минерализованные полоски.

Минерализация коллагеновых волокон, контак-
тирующих с ГС, имеет свои особенности. Здесь явно
интенсифицируются процессы компактизации кол-
лагеновых волокон, инфильтрирующих расширен-
ные поры гранул с формированием структурных
прекурсоров костных пластинок, нередко обрастаю-
щих крупные гранулы, склонных к разрушению. По
данным локального элементного микроанализа (ЭДС)
микрогранулы пересыщены кальцием, десорбирую-

щемся в ходе деструкции из ГС. Кроме того, источ-
ником кальция являются также и питательные сре-
ды, где он изначально присутствуют в составе солей.
Заметим, что включение различных фаз КФ повы-
шает активность кремнезем/коллагеновых компо-
зитов (Heinemann et al., 2009). Как бы ни было, но в
окружении микрогранул создается концентрацион-
ный градиент по КФ, инициирующий минерализа-
цию коллагеновых фибрилл по механизму гетеро-
генной нуклеации. Морфологически эти процессы
визуализируются в виде отложения минерально-ор-
ганических депозитов на коллагеновых субфибриллах

Рис. 5. Микрофотографии предшественников костных пластинок при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной
среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Гиперплазия матриксных везикул в месте внутриклеточной компакти-
зации протоколлагена, 14 сут (стрелка); б – секретированные во внеклеточное пространство коллагеновые фибриллы, 14 сут;
в – полупрозрачная сформировавшаяся пластинка с адгезированными гранулами ситалла, 14 сут; г – экструзия из клетки
компактизированных коллагеновых волокон, 14 сут; д – отростчатая пластинка с адгезированными матриксными везикулами и
микрогранулами ситалла, 14 сут; е – депозит на поверхности минерализованных коллагеновых волокон, 14 сут (стрелка).

а б1 мкм 5 мкм

в г5 мкм 5 мкм

д е30 мкм 1 мкм
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с размерами, варьирующими от 100 нм до 3−5 мкм в
зависимости от продолжительности культивирова-
ния. В состав депозитов входят пористые ГС, МВ
диаметром до 1 мкм, фрагменты коллагеновых фиб-
рилл. Некоторые депозиты имеют полигональную
форму (рис. 5е).

Процессы гетерогенной нуклеации стартуют с
осаждения сферических наночастиц АКФ в просве-
тах интердигитирующих каналов – щелевидных
пространств (зазоров) между сдвинутыми на чет-
верть длины нитями тропоколлагенов. Численная
плотность нитей тропоколлагенов и, соответствен-
но, ширина зазоров в разных участках доменов отли-
чается: в плотных (длиной до 35 нм) диаметр щелей
не выше 1 нм. В рыхлых зонах интердигитирующие
каналы представляют собой цилиндрические поры
диаметром в пределах 2 нм (Xu et al., 2020). Преципи-
тацию АКФ ускоряют положительный суммарный
заряд С-концевых отделов коллагеновых волокон,
увеличение рН в водных доменах и уплотнение на-
ружной жидкой фазы гидратированных ионов КФ
(чему способствует агрегация частиц АКФ с аспарта-
том), шероховатая текстура чередующихся выступов
(впадин) коллагеновых фибрилл (Nudelman et al., 2010;
Veis et al., 2012). Внутрифибриллярное структуриро-
вание АКФ происходит в ограниченном простран-
стве интердигитирующих каналов, где размер пор
явно критичен по отношению к размерам субъеди-
ниц АКФ (~1 нм), имеющих, кроме того, не менее
критично высокую (относительно объема) площадь
поверхности. Без минимизации экстремальных уров-
ней реактивной площади поверхности и, соответ-
ственно, избыточной свободной энергии структури-
рование ядер АКФ станет термодинамически за-
претным.

Структурно-геометрические особенности интер-
дигитирующих каналов, по сути являющихся при-
родной разновидностью мягких гибких нанотрубок,
создают предпосылки для срабатывания эффекта на-
норазмерного удержания (конфайнмент), направлен-
ного на снижение уровней энергетических барьеров
(Cantaert et al., 2013; Cantaert et al., 2013; Kim et al., 2018).
Особое значение это имеет для нивелирования по-
следствий структурного несоответствия при эпитак-
сиальном взаимодействии коллагеновых матриц и
структурирующихся ядер АКФ. Это та ситуация, при
которой именно внутрифибриллярный конфайн-
мент реализует термодинамически разрешенный
тренд преобразования полиморфных сферических
кластеров АКФ в монокристаллические наностерж-
ни ОКФ, которые трансформируются в стабильные
двумерные поликристаллиты ГА, ориентированные
по быстрорастущим осям. При этом росту кристал-
литов не препятствуют стенки интердигитирующих
каналов. Окончательные точки анизотропного роста
структурирующихся КФ в нанокристаллиты ГА – это
концевые отделы доменов нитей протоколлагенов.

Вышеприведенные морфологические и тополо-
гические особенности минерализации коллагено-
вых волокон свидетельствуют о наличии двух цен-
тров, где активно осуществляются эти процессы.
Первый центр – околоклеточное пространство, ме-
сто выхода пре-коллагенов и формирования тропокол-
лагена. Второй – ГС, места наибольшей концентрации
КФ. Вне этих центров процессы минерализации колла-
геновых волокон практически не происходят. Напом-
ним, что источником используемого в данном иссле-
довании экзоколлагена являются сухожилия, обра-
ботанные уксусной кислотой. Возможно, в ходе
кислотной экстракции утрачиваются структурно-
молекулярные атрибутивы, необходимые для мине-
рализации. Одним из таковых может быть дезорга-
низованная доменная структура, обусловленная ли-
бо кислотной экстракцией фибриллярного коллаге-
на, либо его скоротечным старением в процессе
культивирования. В волокнах подложки, исходящих
из экзогенного коллагена и лежащих вдали от клеток
и за пределами ГС, признаки доменной организации
слабо выражены.

Финальной стадий остеогенеза в условиях in vitro
является образование костных пластинок, с харак-
терной структурой, оформляющейся в период между
7 и 14 сут при культивировании в дифференцировоч-
ной среде. Все начинается, по-видимому, с уплотне-
ния краевых отделов клетки (рис. 6а), кальцифици-
рующихся в точках контакта при взаимодействии с
ГС (рис. 6б). Толстые стержни компактизированных
коллагеновых волокон прорастают клеточную мем-
брану (рис. 6в), а на поверхности клеток появляются
пластинчатые выросты агрегированных коллагено-
вых волокон с характерными гаверсоподобными от-
верстиями. Форма и размеры пластинок варьируют,
но в основном представлены отростчатые, подково-
образные экземпляры (рис. 6г, д) размерами от
13 мкм до 50 мкм. Окончательным этапом является
отрыв костных пластинок от клеток и их свободное
перемещение в инкубационной жидкости. Флотиру-
ющие пластинки имеют характерный вид: припод-
нятые отростки, широкие гаверсоподобные отвер-
стия, плотное кальцифицированное тело (рис. 6е).
Принципиально важным этапом морфогенеза остео-
идных структур является стремление освободившихся
костных пластинок к слиянию с формированием от-
носительно толстых, разветвляющихся трабекуло-
подобных структур. На этом этапе остеогенетиче-
ский потенциал клеточных культур в примененном
формате исчерпывается.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование остеоидных структур в условиях

in vitro складывается из остеогенетических событий,
происходящих внутри дифференцирующихся кле-
ток, в интрафибриллярном и экстрафибриллярном
пространствах. Остеогенез стартует с усиления син-
теза фибриллярного коллагена и везикул внутрикле-
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точного матрикса, их сопряженная гиперплазия и
гипертрофия, секреция, внеклеточная самосборка
фибрилл, направленная миграция везикул и избира-
тельное вовлечение обоих партнеров в адгезионные
и метаболические взаимоотношения. События, воз-
никая вначале стохастически в виде разрозненных
очагов остеогенетической активности, по мере уве-
личения продолжительности культивирования син-
хронизируются. В целом, ранние стадии морфогене-
за остеоидных структур в условиях in vitro складыва-
ются из следующих этапов:

1) Усиление активности МВ, сопровождающееся
гиперплазией, гипертрофией и направленной ми-
грацией в зоны минерализации.

2) Компактизация коллагеновых волокон и паке-
тирование их в пластинчатые структуры.

3) Упорядоченное перфорирование и формиро-
вание гаверсифицированных прекурсоров костных
ламелл.

4) Рост компактизированных коллагеновых воло-
кон и экструзия их из клеток.

5) Созревание костных ламелл на поверхности
клеток.

6) Отрыв от клеток и свободное флотирование со-
зревших костных ламелл.

Рис. 6. Микрофотографии ранних стадий остеогенеза при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной среде (скани-
рующая электронная микроскопия). а – Уплотнение внутриклеточного матрикса, 14 сут (стрелка); б – очаг минерализации
внутриклеточного матрикса в области контакта с гранулой ситалла, 14 сут (стрелка); в – экструзия компактизированной пла-
стинки с гаверсоподобными отверстиями из клетки, 14 сут (стрелка); г – подковообразная зрелая костная пластинка на по-
верхности клетки, 14 сут (стрелка); д – отросчатая костная пластинка на поверхности разрушенной клетки, 14 сут; е – ото-
рвавшаяся свободно флотирующая костная пластинка, 14 сут (стрелка).

а б1 мкм 1 мкм

в г1 мкм 1 мкм

д е1 мкм 10 мкм



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

МОРФОГЕНЕЗ ОСТЕОИДНЫХ СТРУКТУР ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 471

7) Агрегирование ламелл во внеклеточном про-
странстве и формирование трабекул, как оконча-
тельная стадия остеогенеза в условиях in vitro.

В механизмах минерализации остеоидных струк-
тур непосредственное участие принимают процессы
гомо- и гетерогенной нуклеации КФ, а также кон-
файнмент, катализирующий кристаллогенез в уль-
тратонких каналах коллагеновых фибрилл. Элек-
тронно-микроскопически усиление гомогенной
нуклеации верифицируется везикуляцией и ассоци-
ированием МВ с коллагеновыми волокнами. Гете-
рогенная нуклеация осуществляется интрафибрил-
лярно – в виде увеличения количества, уплотнения
и осаждения наноразмерных преципитатов КФ в
интердигитирующих каналах, а также экстрафиб-
риллярно – в виде отложения депозитов на поверх-
ностях коллагеновых волокон.

Стеклокристаллический материал “Биосит-Ср
Элкор” в ходе культивирования частично растворя-
ется и подвергается распаду. При растворении в
межклеточный матрикс выделяются сшивающие,
поверхностно-активные химические агенты, а также
КФ. В результате синергичного действия усиливает-
ся компактизация коллагеновых волокон, расправ-
ляются и перфорируются пластинчатые структуры,
провоцируется коагуляция органической фазы и
минерализация клеток и коллагеновой подложки.
Таким образом, стеклокристаллический материал
“Биосит-Ср Элкор” оказывает стимулирующее дей-
ствие на остеогенез в условиях in vitro, но ускоряет
инволютивные изменения в дифференцирующихся
клетках. Неоднозначность влияния силиколюмо-
фосфатов на морфогенез остеоидных структур дела-
ет необходимым проведение дальнейших исследова-
ний, уточняющих биотехнологические перспективы
этого материала, биологическая активность которо-
го еще во многом не изучена.
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The effect of glass-crystalline material “Biosit-Sr Elkor” at the early stages of morphogenesis of osteoid structures
in cultures of mesenchymal stromal cells of the bone marrow was studied. The maximum cultivation period is
28 days. Morphological studies were performed using scanning electron microscopy. It was found silicoalumino-
phosphate that accelerates the formation of osteoid structures, enhances the synthesis, compaction and mineraliza-
tion of fibrillar collagen, activates matrix vesicles by hyperplasia, hypertrophy and excretion. During cultivation,
glass-crystalline material partially dissolves and disintegrates, chemical agents with cross-linking, surface-active and
mineralizing properties come out into the nutrient medium. The key mechanism for the compaction of collagen fi-
bers is the cross-linking effect of siloxane bonds. Due to the action of surface-active agents, compacted collagen fi-
bers are straightened and perforated with the formation of haversified lamellar structures − structural precursors of
bone plates. The mineralizing effect is mediated by an increase in the homo- and heterogeneous nucleation of cal-
cium phosphates, the deposition of mineral nodules in differentiating cells and in the fibers of the collagen substrate,
which accelerates the aging of the cell culture. Conclusion: glass-crystalline material “Biosit-Sr Elkor” has a stimu-
lating effect on the early stages of osteogenesis in vitro.

Keywords: bone marrow mesenchymal stromal cells, primary cell cultures, type I collagen, silicoaluminophosphates,
osteogenesis, matrix vesicles, mineralization, calcium phosphates, bone plates
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Глобальная проблема последних десятилетий – высокая распространенность иммунодефицитных состо-
яний. Факторы, приводящие к иммунной недостаточности, многообразны, в том числе – удаление селе-
зенки (спленэктомия), которая приводит к развитию постспленэктомического синдрома, характеризую-
щегося проявлениями вторичного иммунодефицита и акцидентальной инволюцией тимуса. Это может
негативно отражаться и на реактивности клеток иммунной системы потомства и увеличивать риск разви-
тия опухолей. Целью исследования явилось изучение реактивности популяций макрофагально-моноци-
тарного ряда (CD68+-клеток), Т-лимфоцитов (CD45RO+-клеток) и клеток, содержащих катехоламины, в
селезенке потомства спленэктомированных крыс-самок в возрасте 3 и 6 мес. в ответ на развитие опухоли
в толстой кишке. Объектом исследования служила селезенка. С помощью люминесцентно-гистохимиче-
ских и иммуногистологических методов изучены особенности изменения числа CD68+-, CD45RO+-кле-
ток и уровня биогенных катехоловых аминов. Показано, что у потомства спленэктомированных крыс на
фоне низкого уровня катехоламинов в люминесцирующих структурах белой и красной пульпы селезенки
реактивность клеток макрофагально-моноцитарной системы и Т-лимфоцитов селезенки на развитие опу-
холи в толстой кишке менее выражена, чем у потомства интактных крыс. Таким образом, течение бере-
менности в состоянии иммунодефицита, вызванной спленэктомией, приводит к снижению уровня ка-
техоламинов в селезенке потомства на фоне канцерогенеза, что сопровождается низкой реактивностью
макрофагов и Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: иммунодефицит, канцерогенез, катехоламины, потомство, селезенка, спленэктомия,
CD68+-клетки, CD45RO+-клетки
DOI: 10.31857/S0041377121050023

Глобальной проблемой последних десятилетий
по-прежнему остается высокая распространенность
иммунодефицитных состояний как у взрослых, так и
у детей. Известно, что на фоне иммунодефицита
значительно увеличивается риск развития злокаче-
ственных новообразований (Антонева и др., 2013;
Князева и др., 2018; Венёв и др., 2019). Увеличение
числа иммунодефицитов у детей первого года жизни
указывает на причинную значимость факторов, дей-
ствующих пренатально (Реутова, Дроздова, 2008;
Слабкая и др., 2015). Имеются сведения о том, что те-
чение беременности в состоянии недостаточности
иммунной системы приводит к нарушению разви-
тия иммунных органов у плода (Рекалова, 2013).

Факторы, приводящие к нарушению иммуните-
та, многообразны (Хаитов, 2000). Среди них – опе-
ративные вмешательства на селезенке (Ахметзянов,
Гайнаншин, 2018). Известно, что удаление селезенки
приводит к развитию широкого спектра осложнений
(Uraski, 1982). Одним из наиболее опасных является
постспленэктомический гипоспленизм, характеризу-
ющийся проявлениями вторичного иммунодефицита
и акцидентальной инволюцией тимуса (Апарцин,
2000; Москвичев и др., 2012; Ахметзянов, Гайнан-
шин, 2018; Меркулова и др., 2018). Кроме того, есть
сведения о том, что у спленэктомированных крыс-са-
мок рождается потомство с признаками преждевре-
менной инволюции тимуса (Драндрова и др., 2018).

Известно, что течение онкогенеза сопровождает-
ся не только количественными нарушениями ком-
понентов адаптивного и врожденного иммунитета,
но и изменениями некоторых функций иммуноком-
петентных клеток (Хаитов, 2000; Богданова и др.,

Принятые сокращения: ДМГ – 1.2-диметилгидразин; ЛГК –
люминесцирующие гранулярные клетки; МКАТ – монокло-
нальные антитела; ПАЛМ – периартериальные лимфоидные
муфты; DAB – 3,3'-диаминобензидин.

УДК [591.147.6+591.144.4-181]:599.323.4:616.345-006



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

РЕАКЦИЯ CD68+, CD45RO+ И КАТЕХОЛАМИНСОДЕРЖАЩИХ КЛЕТОК 475

2019). Важную роль в иммунных реакциях в селезен-
ке играют субпопуляции CD68+- и CD45RO+-кле-
ток. Белок CD68 экспрессирован на фагоцитирую-
щих клетках – моноцитах крови и тканевых макро-
фагах (Шатских, Лузикова, 2012; Regh et al., 2012).
Известно, что белок CD68 процессирует антиген пу-
тем постепенного ферментативного расщепления
фагоцитируемых клеткой объектов, после чего пре-
зентирует антиген лимфоцитам, а далее запускается
антиген-зависимый иммунный ответ и миграцию
лимфоцитов (Holness et al., 1993). В результате им-
мунного реагирования на тот или иной антиген в пе-
риферических органах иммунитета накапливаются
клетки памяти В- и Т-типа. В периартериальных лим-
фоидных муфтах и периартериальной зоне лимфоид-
ных узелков определяются CD45RO+-иммунореактив-
ные клетки (Федоровская и др., 2012). CD45RO – это
специфический маркер всех лимфоцитов, чаще
идентифицируется как маркер наивных Т-клеток
памяти (Сохоневич и др., 2015). Он больше экспрес-
сируется в Т-зависимых зонах белой пульпы и зна-
чительно слабее – в красной пульпе на моноцитах,
макрофагах и В-клетках.

Из литературы известно, что важную роль в регуля-
ции деятельности клеток иммунной системы играют
люминесцирующие гранулярные клетки и продуциру-
емые ими катехоламины – дофамин, норадреналин
(Гордон, 1982). К настоящему времени доказано, что
люминесцирующие гранулярные клетки селезенки
участвуют в регуляции локальных механизмов клеточ-
ной пролиферации и дифференцировки. К таким
клеткам-регуляторам относятся люминесцирующие
гранулярные клетки лимфоидного узелка и красной
пульпы (Гордон, 1982; Табаева, 2008; Мельникова,
2016).

Имеются сведения о том, что катехоламины спо-
собны оказывать различное влияние на лимфоциты
и другие иммунокомпетентные клетки, что подтвер-
ждается наличием рецепторов к ним на лимфоидных
клетках (Кузьмичева, Киселёва, 2004). В частности,
показано, что норадреналин способен влиять на ак-
тивность клеток макрофагально-моноцитарного ря-
да, усиливать дегрануляцию тучных клеток, стиму-
лировать продукцию антител и повышать актив-
ность Т-хелперов (Гордон, 1982; Стручко, 2003).

Кроме того, в литературе имеются данные о том,
что опухоль-ассоциированная иммунопатология,
индуцированная введением 1,2-диметилгидразина
(ДМГ), сопровождается развитием гипотрофических
процессов в белой пульпе селезенки (Lisnychuk et al.,
2018; Арлашкина и др., 2019). Однако в доступной
литературе сведения о влиянии постспленэктомиче-
ского синдрома на реакцию и взаимосвязь катехола-
минов, клеток макрофагально-моноцитарного и
лимфоидного происхождения в селезенке у потом-
ства спленэктомированных крыс при 1,2-диметил-
гидразин-индуцированном канцерогенезе отсут-
ствуют. Исходя из вышесказанного, исследование

реакции CD68+-клеток, относящихся к макрофа-
гально-моноцитарному ряду и Т-лимфоцитов, несу-
щих маркеры к CD45RO+, с учетом изменений уровня
катехоламинов в люминесцирующих гранулярных
клетках селезенки у потомства крыс с вторичным им-
мунодефицитом на фоне канцерогенеза в толстой
кишке, является весьма актуальным.

В настоящей работе поставлены следующие зада-
чи: 1) оценить численность клеток макрофагально-
моноцитарного (CD68+-клеток) и клеток лимфоид-
ного происхождения (CD45RO+-клеток) в селезенке
у потомства интактных и спленэктомированных
крыс при индуцировании у него канцерогенеза в
толстой кишке; 2) оценить изменения уровней ка-
техоловых аминов в структурах селезенки и их взаи-
мосвязь с изменениями числа исследуемых клеток
на той же модели исследования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Эксперименты выполнены на 110 бе-

лых нелинейных крысах-самцах, которые были раз-
делены на 3 группы: 1 – группа контроля, потомство
интактных здоровых крыс (n = 30); 2 – потомство
интактных крыс, которому вводили ДМГ (n = 40);
3 – потомство спленэктомированных самок, кото-
рому вводили ДМГ (n = 40). Все манипуляции с жи-
вотными производили в соответствии с требованиями
“Европейской конвенции о защите животных, исполь-
зуемых в экспериментах” (Директива 86/609/ЕЕС).
Потомство интактных животных получали путем
спаривания 4-месячных здоровых крыс-самок со
здоровыми самцами. Для моделирования у крыс
вторичного иммунодефицитного состояния прово-
дили спленэктомию у крыс-самок (Стручко, 2003).
Потомство спленэктомированных самок получали
через спаривание спленэктомированных крыс-са-
мок (через 1 мес. после операции по удалению селе-
зенки) со здоровыми самцами.

Экспериментальная модель аденокарциномы тол-
стой кишки. В качестве канцерогена использовали
ДМГ (Acros organics, Бельгия) (Jacoby et al., 1991).
Водный раствор ДМГ начинали вводить животным
через 1 мес. после рождения внутрибрюшинно 1 раз
в неделю в дозе 20 мг/кг в течение 1 мес., согласно
известной модели (Jacoby et al., 1991). Выведение
животных из эксперимента осуществляли путем де-
капитации по достижению ими возраста 3 и 6 мес.
Объектом исследования служила селезенка. Ис-
пользовали селезенку только тех крыс, у которых па-
томорфологически были подтверждены неопласти-
ческие новообразования в толстой кишке. Срезы се-
лезенки изучали разными методами.

Иммуногистохимия. Использовали моноклональ-
ные антитела к кластеру дифференцировки 68 типа
(CD68), клон ED-1 (Santa Cruse. США) и к кластеру
дифференцировки CD45RO, клон UCHL1 (Dako,
Дания) (Kumar et al., 2011). Иммуногистохимиче-



476

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

АРЛАШКИНА и др.

ские реакции визуализировали с помощью оптиче-
ской системы Leica ChromoPlex™ 1 Dual Detection
for BOND (США). Чувствительность и специфич-
ность иммуногистохимических реакций оценивали
с помощью неиммунизированной кроличьей сыво-
ротки. Положительной иммуногистохимической ре-
акцией на антитела считали коричневую окраску мем-
браны клетки. С помощью МКАТ к CD68 идентифи-
цировали клетки макрофагальной природы (Шатских,
Лузикова, 2012; Regh et al., 2012), а с помощью МКАТ к
CD45RO – лимфоциты, преимущественно наивные Т-
клетки памяти (Сохоневич и др., 2015).

Морфометрия. Для оценки количественной ха-
рактеристики иммуногистохимических реакций по-
лучали цифровые изображения микропрепаратов
селезенки с помощью люминесцентного микроско-
па Микромед 3 Люм (Россия), цифровой фотокаме-
ры Canon DS126191 (Тайвань) и персонального ком-
пьютера. С помощью лицензионной программы
“Микро-Анализ” (Санкт-Петербург, 2010) осу-
ществляли количественную оценку интенсивности
мембранных иммуногистохимических реакций. На
каждом срезе измеряли не менее 10 интересующих
полей зрения. Площадь мембранной иммуногисто-
химической реакции определяли посредством авто-
матического выделения интересующего цветового
спектра (окрашенного DAB). Далее определяли долю
окрашенного участка от площади всего снимка в %.

Визуализация катехоламинов. Идентификацию ка-
техоламинов в структурах селезенки осуществляли с
помощью люминесцентно-гистохимическиго метода
Falk B., Hillarp N. (Falk et al., 1962, в модификации
Крохиной и Александровой (1969)). Для выявления
структур селезенки, содержащих катехоламины (до-
фамин, норадреналин) полученные криостатные сре-
зы селезенки подвергали воздействию паров пара-
формальдегида в течение 60 мин при температуре
80°C, после чего срезы высушивали в воздушной сре-
де и заключались в полистирол. Готовые микропрепа-
раты рассматривали под люминесцентным микро-
скопом Люмам-4 (Россия). Катехоламины обнаружи-
вали по реакции конденсации формальдегидом с
образованием конечных продуктов – 3,2-дигидроизо-
хинолинов с ярко-зелeной флуоресценцией.

Уровень катехоламинов в аминосодержащих
структурах селезенки определяли цитоспектрофлуо-
риметрически (Калмыков, 1982), использовали лю-
минесцентный микроскоп Люмам-4 и фотонасадку
ФМЭЛ-1А. Выходное напряжение составляло 600 В.
Свет флуоресценции продуктов реакции катехолами-
нов на препарате, попадая в насадку, проходил через
специальное отверстие (зонд) диаметром 0.5 мм, вы-
резающий в плоскости препарата область, проходил
через интерференционный светофильтр с опреде-
ленной длиной волны. Использовали светофильтр
№ 6 с длиной волны пропускания 480 нм. Содержа-
ние биогенных катехоловых аминов в структурах се-
лезенки оценивали в усл. ед. флуоресценции по

цифровым показаниям шкалы регистрирующего
прибора-усилителя.

Статистическая обработка. Обработку цифровых
данных проводили с помощью электронных таблиц
Microsoft Office Excel 2016 и программы Statistica 8.0
(Stat Soft Inc.) с использованием стандартных мето-
дов параметрической и непараметрической стати-
стики (Sokal, 1981). Тип распределения устанавлива-
ли с помощью критерия Колмогорова−Смирнова с
поправкой Лиллиефорса (Siegel, 1988). Для описа-
ния данных применяли такие стандартные статисти-
ческие показатели, как средняя арифметическая вели-
чина М и ее средняя ошибка m. Последующее множе-
ственное сравнение проводили с помощью LSD-
критерия Фишера. Различия между группами считали
статистически значимыми при p < 0.01 (Гублер, Ген-
кин, 1973; Реброва, 2002).

РЕЗУЛЬТАТЫ
С помощью иммуногистохимической обработки

срезов селезенки моноклональными антителами к
CD68 установлено, что большинство CD68+-клеток
у потомства интактных крыс в возрасте 3 мес. локали-
зованы в красной пульпе. Это мелкие клетки, располо-
женные чаще небольшими скоплениями в 1–2 слоя. У
крыс в возрасте 6 мес. численность популяции
CD68+-клеток в красной пульпе значимо не изменя-
ется (рис. 1а). В периартериальных лимфоидных
муфтах (ПАЛМ) CD68+-клетки представлены круп-
ными клетками с интенсивным мембранным окра-
шиванием, расположенными в наружной зоне не-
большими скоплениями. В лимфоидных узелках –
единичные CD68+-клетки с меньшим накоплением
хромогена, но крупные и локализованы преимуще-
ственно на границе между центром размножения и
зоной мантии. Их численность у 6-месячных крыс
по сравнению с 3-месячными уменьшается практи-
чески вдвое (p < 0.01).

CD45RO+-клетки локализуются, преимуще-
ственно, группами в наружной зоне ПАЛМ. В ос-
новном, это Т-клетки памяти. Также встречаются
единичные клетки в лимфоидных узелках и в крас-
ной пульпе. Число CD45RO-положительных клеток
в ПАЛМ и в красной пульпе у крыс больше в воз-
расте 6 мес., чем в 3 мес. (рис. 1б). При параллельном
люминесцентно-гистохимическом исследовании в
селезенке выявляется специфическое свечение лю-
минесцирующих гранулярных клеток (ЛГК) в тем-
но-зеленой белой пульпе и более светлой оранжево-
зеленой красной пульпе. В герминативном центре
лимфоидного узелка люминесцирующие клетки
имеют преимущественно округлую форму с яркой
желто-белой люминесценцией, расположены ком-
пактно на границе с зоной мантии аналогично
CD68+-клеткам. В ПАЛМ выявляются немногочис-
ленные гранулярные клетки с неярким желтовато-
оранжевым свечением, размер и форма которых
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сильно варьирует. Численность и локализация лю-
минесцирующих клеток у крыс 3-х и 6-месячного
возраста не различаются, однако у них изменяется
содержание катехоламинов. Их уровень наиболее
значимо увеличивается в структурах белой пульпы, а
в красной пульпе, наоборот, уменьшается (табл. 1).

Введение ДМГ потомству интактных крыс приве-
ло к развитию у него небольших опухолевидных об-
разований с умеренной дисплазией эпителия ки-
шечных крипт в возрасте 3 мес. (через 1 мес. после
окончания курса инъекций). А у крыс в возрасте
6 мес. (через 4 мес. после инъекций) в 85% случаев
развивается аденокарцинома с высокой или умерен-
ной степенью дифференцировки. У потомства спле-
нэктомированных крыс в возрасте 3-х мес. после
инъекций канцерогена была выявлена выраженная
дисплазия эпителия кишечных крипт, а через 4 мес.
у них в 100% случаев выявлялась аденокарцинома
умеренной или низкой степени дифференцировки.

Исследовали селезенку только тех крыс, в толстой
кишке которых были выявлены неопластические
образования.

Развитие опухоли в толстой кишке у потомства
интактных крыс привело к перераспределению суб-
популяций CD68+- и CD45RO+-клеток в структурах
селезенки. В возрасте 3 мес. в красной пульпе селе-
зенки количество CD68+-клеток увеличивается у
потомства интактных крыс на 51%, а у потомства
спленэктомированных крыс – более чем в 2 раза
(рис. 2б). Однако в возрасте 6 мес. численность этих
клеток уменьшается с более низким значением у
потомства интактных крыс (рис. 1а). Число CD68+-
клеток в герминативном центре и ПАЛМ по сравне-
нию с контролем значимо не изменяется. Измене-
ния числа клеток, экспрессирующих CD45RO, име-
ют ту же направленность, что и изменения числа
CD68+-клеток. Так, в 3 мес. численность CD45RO+-

Рис. 1. Изменение численности CD68+-клеток в красной пульпе селезенки (а) и CD45RO+-клеток в периартериальных лим-
фоидных муфтах селезенки (б) у потомства от крыс интактных (1, 2) и спленэктомированных (3). Потомство: 1, 3 – интактное,
2 – интактное с введенным канцерогеном ДМГ.
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Таблица 1. Уровень катехоламинов в люминесцирующих структурах селезенки крыс в возрасте 3-х и 6 мес. в контроле
и после введения канцерогена ДМГ

Примечание. ГЦ – герминативный центр, КП – красная пульпа, ЛГК – люминесцирующие гранулярные клетки, МО – микроокру-
жение, ПАЛМ – периартериальные лимфоидные муфты. Различия по сравнению с группой контроля того же возраста достоверны
при аp < 0.01 или бp < 0.001.

Структура

Уровень катехоламинов, усл. ед. (M ± m)

контроль потомство с введенным ДМГ 
от интактных крыс

потомство с введенным ДМГ 
от спленэктомированных крыс

3 мес. 6 мес. 3 мес. 6 мес. 3 мес. 6 мес.

ЛГК-ГЦ 168.5 ± 9.3 242.0 ± 22.5 70.2 ± 5.6б 103.8 ± 7.2б 157.7 ± 3.8 83.5 ± 5.2б

МО-ГК-ГЦ 110.09 ± 7.9 171.3 ± 11.4 112.6 ± 2.4 59.5 ± 4.9б 100.5 ± 1.2 44.6 ± 2.3б

ЛГК-ПАЛМ 87.6 ± 3.9 114.1 ± 0.5 178.6 ± 7.2б 265.1 ± 3.0б 72.9 ± 1.8 б 47.6 ± 0.6 б

МО-ЛГК-ПАЛМ 47.6 ± 0.6 70.0 ± 10.9 47.3 ± 0.5 138.8 ± 16.9а 35.3 ± 1.5 131.4 ± 12.2б

ЛГК-КП 242.9 ± 24.9 199.8 ± 12.9 285.6 ± 2.3 73.7 ± 3.4б 213.4 ±26.1 73.3 ± 4.6б

МО-ЛГК-КП 204.3 ± 23.2 195.8 ± 12.5 215.3 ± 23.5 53.1 ± 1.8б 212.8 ± 8.5 41.3 ± 2.7б



478

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

АРЛАШКИНА и др.

клеток в ПАЛМ увеличивается у потомства интакт-
ных крыс на 10%, а у потомства спленэктомирован-
ных крыс – на 39%. В возрасте 6 мес., наоборот, про-
исходит уменьшение числа CD45RO+-клеток: у
потомства интактных крыс – на 64% (рис. 2г), а у
потомства спленэктомированных крыс – всего на
31% (рис. 1б).

В ходе экспериментов было выявлено, что изме-
нения числа клеток селезенки, экспрессирующих
CD68 и CD45RO, сопровождаются изменением
уровня катехоламинов в ЛГК и лимфоцитах их мик-
роокружения. На фоне ДМГ-индуцированного кан-
церогенеза у потомства интактных крыс в возрасте
3 мес. происходит увеличение уровня катехолами-
нов в ПАЛМ в 2 раза, а в ЛГК герминативных цен-
тров, напротив, отмечается их 2-кратное уменьше-
ние. При этом катехоламиновая обеспеченность
лимфоцитов их микроокружения, а также красной
пульпы остается такой же, как у контрольных крыс
(табл. 1). На более позднем сроке канцерогенеза (у
крыс в возрасте 6 мес.) уровень катехоламинов в
ЛГК герминативных центров по сравнению с кон-

тролем также сокращается (в 2, 3 раза), в их микро-
окружении – практически в 3 раза. На этом сроке
исследования в ПАЛМ (как в ЛГК, так и микроокру-
жении) уровень катехоламинов так же, как и на ран-
нем сроке канцерогенеза, остается повышенным в
2 раза, однако в красной пульпе уменьшается в 2.7 раз
(табл. 1).

Таким образом, увеличение числа CD68+- и
CD45RO+-клеток при канцерогенезе в толстой киш-
ке у потомства интактных крыс в возрасте 3 мес. кор-
релирует с уменьшением уровня катехоламинов в
ЛГК герминативных центров и с увеличением их со-
держания в ЛГК периартериальных лимфоидных
муфт. Уменьшение числа CD68+-клеток в красной
пульпе и сокращение численности CD45RO+-кле-
ток в возрасте 6 мес. сопровождается уменьшением
уровня катехоламинов в ЛГК и микроокружении
герминативных центров и красной пульпы и в то же
время – возрастанием уровня катехоламинов в
ПАЛМ.

Развитие опухоли на фоне врожденного иммуно-
дефицитного состояния сопровождается несколько

Рис. 2. Увеличение численности CD68+-клеток при развитии опухоли в толстой кишке у потомства спленэктомированных
крыс в возрасте 3 мес. (а, б) и уменьшение численности CD45RO+-клеток при развитии той же опухоли у потомства интакт-
ных крыс в возрасте 6 мес. (в, г). Иммуноцитохимия. Клетки CD68+ и CD45RO+ окрашены коричневым цветом. а – потом-
ство интактных крыс без воздействия; б – потомство спленэктомированных крыс, которому вводили канцероген ДМГ; в –
потомство интактных крыс без воздействия; г – потомство интактных крыс, которому вводили ДМГ. Увел. об.: 40×.

a б

в г

Клетки CD68+

Клетки CD45RO+
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иными изменениями уровня катехоламинов в струк-
турах селезенки. У 3-месячного потомства спленэк-
томированных крыс эти изменения в ЛГК в ПАЛМ
носят противоположный характер по сравнению с та-
ковыми показателями у потомства интактных крыс с
ДМГ-индуцированным канцерогенезом (табл. 1), что
сочетается с более значимым возрастанием числа
CD45RO+-клеток у этой группы крыс. В других ис-
следуемых структурах селезенки потомства спленэк-
томированных самок значения катехоламинов оста-
ются на уровне контрольных показателей, что ука-
зывает на их низкую реактивность. В возрасте 6 мес.
при канцерогенезе на фоне иммунодефицита уро-
вень катехоламинов уменьшается практически во
всех исследуемых структурах, при этом в ЛГК в
ПАЛМ их изменение противоположно изменению
аналогичного показателя у потомства здоровых
крыс (табл. 1). Поскольку CD45RO+-клетки локали-
зуются преимущественно в наружной зоне ПАЛМ
на границе с красной пульпой, вероятно, на измене-
ние числа этих клеток оказывают влияние катехола-
мины красной пульпы.

ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе эксперимента была выявлена взаимосвязь
изменений числа клеток макрофагально-моноци-
тарной природы (CD68+), лимфоидного происхож-
дения (CD45RO+) и уровня катехоламинов в люми-
несцирующих гранулярных клетках селезенки и их
микроокружении при развитии опухоли в толстой
кишке. Было выявлено, что на ранних сроках онкоге-
неза у потомства интактных крыс (в возрасте 3 мес.)
наблюдается увеличение числа CD68+-клеток в
красной пульпе и CD45RO+-клеток в наружной зоне
ПАЛМ, что, вероятно, можно расценивать как ответ-
ную реакцию этих клеток на антигенную стимуляцию
при развитии опухоли в толстой кишке (Ato et al.,
2004). На более позднем этапе онкогенеза (у крыс в
возрасте 6 мес.) происходит уменьшение CD68+-
клеток красной пульпы и CD45RO+-клеток ПАЛМ,
что может свидетельствовать о миграции клеток из
органа к растущей опухоли (Perse, Cerar, 2011). Из-
вестно, что на активность клеток макрофагально-
моноцитарной природы и миграцию лимфоцитов
способны влиять катехоламины (Кузьмичева, Кисе-
лёва, 2004). Нами экспериментально показано, что
при росте числа клеток CD68+ и CD45RO+ у 3-ме-
сячных крыс снижается уровень катехоламинов в
ЛГК герминативных центров и увеличивается их со-
держания в ЛГК в ПАЛМ, а в возрасте 6 мес. при
уменьшении числа этих клеток, наоборот, происхо-
дит уменьшение уровня катехоламинов в ЛГК и
микроокружении герминативных центров и крас-
ной пульпы и, в то же время, параллельно возрастает
их уровень в ПАЛМ.

Исследование показало, что у потомства спле-
нэктомированных крыс при развитии опухоли тол-

стой кишки отмечаются несколько иные изменения
в реакции клеток макрофагально-моноцитарной
природы и Т-лимфоцитов, а также катехоламиново-
го обеспечения клеток и паренхимы селезенки. Так,
уровень катехоламинов в люминесцирующих грану-
лярных клетках ПАЛМ уменьшается и в возрасте
3 мес., и более значимо в возрасте 6 мес., что ведет к
недостаточной реактивности и уменьшению мигра-
ции к опухоли CD68+- и CD45RO+-клеток (Ato,
2004; Perse, Cerar, 2011).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, у потомства спленэктомирован-
ных крыс в селезенке наблюдается менее выражен-
ная, чем у потомства интактных крыс, реактивность
клеток макрофагально-моноцитарной системы и Т-
лимфоцитов в ответ на развитие опухоли в толстой
кишке. Важную роль при этом играют катехолами-
ны. По нашему мнению, ведущим патогенетиче-
ским звеном недостаточной реактивности клеток се-
лезенки является напряжение гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы (Стручко и др.,
2011), ускорение процессов инволюции тимуса и
уменьшение миграции Т-лимфоцитов в селезенку,
что, в конечном итоге, может привести к усугубле-
нию опухолевой прогрессии.
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Reaction of Cd68+, Cd45RO+, and Catecholamine-Containing Spleen Cells 
to the Development of a Colon Tumor in the Offspring of Splenectomized Rat Females

O. M. Arlashkinaa, *, G. Yu. Struchkoa, L. M. Merkulovaa, and M. N. Mikhailovaa

a Ulyanov Chuvash State University. Department of Normal and Topographic Anatomy with Operative Surgery, 
Cheboksary, 428015 Russia

*e-mail: olgaruz1202@mail.ru

The global problem of recent decades is the high prevalence of immunodeficiency states. The factors leading to im-
mune deficiency are manifold. One of them is removal of the spleen. It was shown that splenectomy leads to the de-
velopment of post-splenectomy syndrome. It characterized by manifestations of secondary immunodeficiency and
accidental involution of the thymus. This can negatively affect the reactivity of the cells of the offspring’s immune
system. The aim of the research was to study the reactivity of populations of CD68+, CD45RO+, and cells containing
catecholamines in the spleen of the offspring of splenectomized female rats at the age of 3 and 6 months in response
to tumor development in the colon. It was shown that in the offspring of splenectomized rats against the background
of a low level of catecholamines in the luminescent structures of the white and red pulp of the spleen. the reactivity
of cells of the macrophage-monocytic system and spleen T-lymphocytes to tumor development in the colon is less
pronounced than in the offspring of intact rats. Thus. the course of pregnancy in a state of immunodeficiency caused
by splenectomy leads to a decrease in the level of catecholamines in the spleen of the offspring against the back-
ground of carcinogenesis. which is accompanied by low reactivity of macrophages and T-lymphocytes.

Keywords: immunodeficiency, carcinogenesis, catecholamines, offspring, spleen, splenectomy, CD68+-cells,
CD45RO+-cells
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Работа направлена на выявление функциональной активности натриевых каналов ENaC в эндометриаль-
ных мезенхимных стволовых клетках человека (эМСК). Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток по-
казало наличие основной порообразующей альфа-субъединицы ENaC в эМСК. Для электрофизиологиче-
ского исследования натриевых каналов и анализа эффектов потенциальных активаторов ENaC использо-
вали возможности регистрации унитарных токов при отведении от участка плазматической мембраны
нативной клетки (вариант cell-attached). В экспериментах на эМСК обнаружена фоновая активность на-
триевых каналов и показана их активация при разборке актинового цитоскелета в ответ на подачу цитоха-
лазина Д; оценены функциональные свойства одиночных каналов. Типичную активность каналов наблю-
дали также при добавлении к наружной стороне мембранного фрагмента трипсина (сериновой протеазы),
известного стимулятора каналов ENaC. Вольтамперные характеристики натриевых каналов, активиро-
ванных при действии деструктора цитоскелета или внеклеточной протеазы, были близки: проводимость
составляла 11–13 пСм. Таким образом, выявлены физиологические пути стимуляции натриевых каналов
ENaC в стволовых клетках эндометрия человека. Обнаруженные внутриклеточные и внеклеточные меха-
низмы регуляции каналов ENaC могут обеспечивать быстрые изменения натриевой проницаемости плаз-
матической мембраны стволовых клеток.

Ключевые слова: мезенхимные стволовые клетки человека, патч-кламп, плазматическая мембрана, натри-
евые каналы ENaC, актиновый цитоскелет
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Изменения проницаемости плазматической мем-
браны нативных клеток для ионов натрия играют ве-
дущую роль в регуляции водно-солевого баланса и
клеточного объема. В различных электроневозбуди-
мых клетках транспорт натрия из внеклеточной сре-
ды в цитоплазму связан с функциональной активно-
стью эпителиальных натрий-проводящих каналов
семейства ENaC (epithelial sodium channels), экс-
прессия которых, как теперь установлено, не являет-
ся эксклюзивной особенностью апикальных мембран
реабсорбирующего эпителия почек (Mirshahi et al.,
1998; Сударикова и др., 2012; Sudarikova et al., 2015;
Kleyman, Eaton, 2020). Потенциал-независимые ка-
налы ENaC являются гетеротримерами и состоят из
альфа-, бета- и гамма-субъединиц, в некоторых слу-
чаях дельта-субъединица может заменять субъеди-
ницу альфа. В клетках и тканях различной специали-
зации, в том числе стволовых клетках, показана экс-
прессия субъединиц ENaC (Сударикова и др., 2012;
Sudarikova et al., 2015; Petrik et al., 2018; Nam et al.,
2020). Выявлены важнейшие внутриклеточные ме-

ханизмы регуляции натриевых каналов, связанные с
организацией и динамикой актинового цитоскелета.
В частности, показана их активация в ответ на раз-
борку микрофиламентов при действии цитохалазина Д
(Чубинский-Надеждин и др., 2013; Negulyaev et al.,
2000; Shumilina et al., 2003; Sudarikova et al., 2015;
Morachevskaya, Sudarikova, 2021). Обнаружена акти-
вация натриевых каналов при внеклеточном приложе-
нии сериновой протеазы трипсин (Sudarikova et al.,
2019), специфического активатора каналов ENaC
(Kleyman, Eaton, 2020). Накапливаются данные,
свидетельствующие о вероятном вовлечении кана-
лов ENaC в процессы механотрансдукции, опосре-
дующие их вклад в регуляцию дифференцировки и
пролиферации стволовых клеток (Petrik et al., 2018;
Nam et al., 2020).

Перспективным объектом исследований в обла-
сти механобиологии мезенхимных стволовых клеток
человека являются стволовые клетки эндометрия
(Сударикова и др., 2019; Чубинский-Надеждин и др.,
2020), важным преимуществом которых считаются не-
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ивазивные протоколы их получения (Земелько и др.,
2011; Banu et al., 2008; Chen et al., 2019). Ранее в на-
ших исследованиях изучена механозависимая акти-
вация катионных каналов в эндометриальных ме-
зенхимных стволовых клетках человека (эМСК) в
ответ на локальное растяжение участка мембраны
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2017, 2019). Обнаружен
и изучен феномен функционального сопряжения
активности кальций-проводящих механочувстви-
тельных каналов и кальций-управляемых калиевых
каналов в плазматической мембране эМСК. С помо-
щью электрофизиологических подходов установле-
но, что строго локализованный вход кальция в про-
цессе механотрансдукции стимулирует активность
кальций-зависимых калиевых каналов ВК в эндо-
метриальных стволовых клетках (Chubinskiy-Nade-
zhdin et al., 2017, 2019).

Вопросы, касающиеся функциональной экспрес-
сии и возможностей активации каналов ENaC в
мембране эМСК, ранее оставались вне специально-
го рассмотрения и практически не изучены, что и
определило цели и задачи настоящей работы. Ос-
новная экспериментальная задача заключалась в вы-
яснении наличия в стволовых клетках эндометрия
человека функционально-активных натриевых ка-
налов и выяснения, принадлежат ли они к семейству
ENaC. Использовали известные методические под-
ходы и агенты, индуцирующие активацию этих ка-
налов. Проведенная работа демонстрирует возмож-
ности использования специфических активаторов
каналов для решения задач по функциональной
идентификации ENaC в различных типах клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные культуры. Линии мезенхимных ство-

ловых клеток эндометрия человека (эМСК) были
получены из десквамированного эндометрия в мен-
струальной крови здоровых доноров (линии 2304,
2804) и охарактеризованы (Земелько и др., 2011) в
Институте цитологии РАН (Санкт-Петербург, Рос-
сия). Клетки культивировали по стандартному про-
токолу в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержа-
щей 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% антибиотика-антимикотика и 1%
GlutaMAX (Gibco, США), при 37°С и 5% CO2. Ис-
пользовали клетки с 5 по 16 пассаж. За 1–2 сут до
электрофизиологических или флуоресцентных экс-
периментов клетки высевали на покровные стекла
размером 4 × 4 и 12 × 12 мм соответственно.

Электрофизиология. Для регистрации токов через
одиночные ионные каналы на участке мембраны не-
поврежденной клетки использовали конфигурацию
cell-attached метода патч-кламп. Электрофизиологи-
ческая установка включала усилитель AxoPatch 200B
и аналогово-цифровой преобразователь Axon Digi-
data 1550A (Molecular Devices Corp., США), управля-
емые программным обеспечением pClamp 10.5. Пи-
петки изготавливали из стандартных стеклянных за-

готовок на микрокузнице Р-97 (Sutter Instrument,
США), заполняли наружным раствором, содержащим
(мМ): 145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES/TrisOH;
сопротивление пипеток составляло 5–12 МОм.
Стандартный внеклеточный раствор в камере в экс-
периментах cell-attached содержал (мМ): 145 KCl,
2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES/TrisOH; pH всех раство-
ров составлял 7.3. Подробное описание метода патч-
кламп приведено в опубликованных ранее работах
(например: Васильева, Чубинский-Надеждин, 2021).

С помощью амплитудных гистограмм, описан-
ных функцией Гаусса, рассчитывали амплитуду оди-
ночного открывания канала, которая соответствова-
ла расстоянию между пиками. Вероятность откры-
того состояния канала Рo оценивали как Ро = I/Ni,
где I – средний ток в определенном интервале вре-
мени (из амплитудных гистограмм), N – число рабо-
тающих каналов в патче, i – средний ток через от-
крытый канал.

Флуоресцентная микроскопия. Для определения
присутствия альфа-субъединицы ENaC клетки про-
мывали однократным фосфатно-солевым буфер-
ным раствором (PBS), фиксировали 3.7%-ным рас-
твором параформальдегида в течение 10 мин при
комнатной температуре, пермеабилизировали
(0.25%-ным Tween-20, 10 мин) и инкубировали в
растворе PBS, содержащем 10% козьей сыворотки
(goat serum) в течение 1 ч для блокирования неспе-
цифичного присоединения антител к клеткам.
Окраску первичными антителами к альфа-hENaC
(StressMarq, США; разведение 1 : 200) проводили со-
гласно стандартному протоколу (ночь при 4°С). Да-
лее клетки инкубировали с вторичными козьими ан-
тителами против иммуноглобулина кролика, конъ-
югированными с флуоресцентным красителем Cy3
(Goat-Anti-Rabbit-Cy3; Santa Cruz, США; разведе-
ние 1 : 200, 1 ч в темноте), ядра окрашивали с помо-
щью DAPI (10 мин в темноте).

Фибриллярный (F) актин в клетках эМСК окра-
шивали TRITC-фаллоидином (Sigma-Aldrich, США)
с использованием стандартной процедуры. Покров-
ные стекла с клетками промывали 1-кратным PBS,
фиксировали 3.7%-ным раствором параформальдеги-
да, как описано выше, пермеабилизировали 0.1%-ным
Тритоном X-100 (10 мин) и инкубировали в растворе
PBS, содержащем 0.5 мкM TRITC-фаллоидин
(15 мин, 37°С), ядра окрашивали DAPI в течение 10
мин в темноте.

Между всеми процедурами флуоресцентного ме-
чения альфа-hENaC и F-актина проводили двух-
или трехкратные промывки препаратов PBS. После
окрашивания препараты монтировали на предмет-
ных стеклах с использованием реагента, препятству-
ющего выгоранию флуоресцентных красителей
(vectashield anti-fading reagent; Vector Labs, США).
Все изображения получали в ЦКП Института цито-
логии РАН на конфокальных микроскопах Leica
TCS SP5 (Leica Microsystems GmBH, Германия) или



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НАТРИЕВЫХ КАНАЛОВ ENaC 485

Olympus FV3000 (Olympus, Япония) с использовани-
ем объектива 40× c масляной иммерсией. Обработку
изображений проводили с помощью программных
пакетов Leica LAS AF Lite и Image J.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Одними из возможных участников, вовлеченных

в поддержание клеточного объема и ионного гомео-
стаза в эМСК, могут выступать натрий-проводящие
каналы ENaC. Для того, чтобы исследовать функци-
ональную экспрессию ENaC в эМСК, мы использо-
вали иммунофлуоресцентную микроскопию и метод
патч-кламп. Иммунофлуоресцентное окрашивание
клеток специфическими антителами подтвердило
наличие основной порообразующей альфа-субъеди-
ницы ENaC в эМСК (рис. 1а, б).

В конфигурации cell-attached метода патч-кламп
регистрировали токи через одиночные каналы в
стволовых клетках при значениях поддерживаемого
потенциала на мембране в диапазоне от –80 до 0 мВ;
ион натрия (145 мМ NaCl) являлся основным катио-
ном в наружном растворе (в пипетке). В части экспери-
ментов наблюдали токи выходящего направления (от-
крывания вверх от уровня нулевого тока, см. рис. 1в),
предположительно калиевых каналов (Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2017, 2019). Рис. 1в демонстрирует

пример фоновой активности сразу двух типов кати-
онных каналов – калиевых (выходящие токи) и на-
триевых (входящие токи) – в участке мембраны на-
тивной клетки (cell-attached). Входящие токи, отра-
жающие фоновую активность натрий-проводящих
каналов в мембране эМСК, были обнаружены, как
минимум, в 7 случаях из общего числа эксперимен-
тов 46. Эта оценка может быть занижена, поскольку
в экспериментах с высоким уровнем активности ка-
лиевых каналов регистрация другого типа каналов
может быть затруднена. Не было выявлено суще-
ственной зависимости уровня активности каналов
от клеточного пассажа (длительности культивирова-
ния). Проводимость исследуемых каналов составила
11–13 пСм, потенциал реверсии – около 20 мВ
(рис. 1г), что характерно для потенциал-независи-
мых натриевых каналов ENaC, ранее описанных на-
ми в клетках различной специализации, включая
клетки крови и культивируемые фибробласты (Ве-
дерникова и др., 1999; Сударикова и др., 2012; Чу-
бинский-Надеждин и др., 2013; Sudarikova et al.,
2015).

В следующих сериях экспериментов cell-attached
исследовали действие известных активаторов ENaC
(цитохалазина Д и сериновой протеазы трипсина) на
ионные токи в мембране эМСК. Действие цитохала-

Рис. 1. Потенциал-независимые натриевые каналы в эМСК. а – Иммунофлуоресцентное окрашивание альфа-субъединиц
канала ENaC (красный сигнал красителя Cy3) и ядер (синий сигнал DAPI); б – контрольный эксперимент (с инкубацией кле-
ток только со вторичными антителами). Увел. объектива: 40×, масштабная линейка: 50 мкм. в – Фоновая активность натри-
евых каналов в участке мембраны нативной клетки (конфигурация cell-attached, токи входящего направления); здесь и далее
поддерживаемые потенциалы указаны справа от записей токов: зк – закрытое состояние (уровень нулевого тока), отк – от-
крытое состояние канала; при потенциалах –40 и –50 мВ отчетливо видна активность калиевых каналов (токи выходящего
направления, открывания вверх от уровня нулевого тока, зк). г – Соответствующая вольтамперная характеристика; д – схема
эксперимента по регистрации токов в конфигурации cell-attached метода патч-кламп. Пипетка плотно прижимается к участ-
ку клетки, образуя гигаомный контакт. Составы растворов см. в разделе “Материал и методика”.

a в г

дб

α-ENaC

зк

отк

зк

отк

зк

отк

зк

отк

1 пА

1 с

–40 мВ  

E, мВ

–50 мВ

–60 мВ

–70 мВ

0.6

0.9

1.2

0.3
20–20–40–60–80 40 60 80

I, пА

Клетка

Покровное стекло с
клетками

Наружный
раствор

в пипетке

Внеклеточный
раствор

в камере

Экспериментальная
камера

Регистрирующая
микропипетка

Na+



486

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

СУДАРИКОВА и др.

зина Д (10 мкг/мл), мембранопроникающего де-
структора F-актина, тестировали на стабильных пат-
чах, в которых фоновая активность каналов была
минимальной или отсутствовала. Добавление цито-
халазина Д во внеклеточный раствор в камере при-
водило к развитию активности натриевых каналов
(рис. 2а, б, в) с проводящими характеристиками,
близкими к измеренным в случае фоновой активно-
сти (см. рис. 1в, г); отмечена вариабельность кинети-
ческого поведения одиночных каналов. Активацию
наблюдали в 17% случаев (n = 18) через 2–3 мин по-
сле подачи цитохалазина. Влияние цитохалазина Д
на актиновый цитоскелет в эМСК было подтвержде-
но с помощью окраски F-актина и представлено на
рис. 2г. В контрольных условиях выявляются фиб-
риллярные структуры цитоскелета, в то время как
обработка цитохалазином (10 мкг/мл, 15 мин) при-
водила к нарушению организации микрофиламен-
тов и появлению скоплений аморфного актина.

Эксперименты с ЦитД подтвердили, что в эМСК
наблюдается характерный для ENaC механизм внут-
риклеточной регуляции, связанный с динамикой ак-
тинового цитоскелета, (Karpushev et al., 2010; Su-
darikova et al., 2015; Morachevskaya, Sudarikova, 2021).
Следующим этапом работы было изучение действия
внеклеточных сериновых протеаз на активность
ионных каналов в мембране эМСК. Известно, что
протеолитическое расщепление внеклеточной пет-
ли альфа- и гамма-субъединиц канала, в том числе
трипсином, вызывает активацию ENaC (например,

см.: Diakov et al., 2008; Kleyman, Eaton, 2020). В на-
ших экспериментах cell-attached протеазу трипсин
добавляли к наружной стороне мембранного фрагмен-
та (в пипетку) в концентрации 5 мкг/мл. На рис. 3
представлен пример записей токов через трипсин-
активируемые натриевые каналы при различных
значениях мембранного потенциала, а также приве-
дены соответствующие амплитудные гистограммы и
вольтамперная характеристика; зарегистрирована
типичная активность натриевых каналов с проводи-
мостью около 12 пСм. Вероятность открытого состо-
яния каналов Po, рассчитанная для временных ин-
тервалов, представленных на рис. 3а, составила
0.20–0.24 и практически не зависела от потенциала в
диапазоне –30... –60 мВ.

Таким образом, можно заключить, что в плазма-
тической мембране эМСК функционируют натрий-
проводящие каналы, которые, судя по своим биофи-
зическим характеристикам и механизмам актива-
ции, принадлежат к семейству ENaC.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе исследования проводили на
ранее охарактеризованных по маркерам, кариотипу
и способности к направленной дифференцировке
культивируемых мезенхимных стволовых клетках
(МСК), выделенных из менструальной крови (Зе-
мелько и др., 2011; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019),

Рис. 2. Активация натриевых каналов, индуцированная разборкой актиновых филаментов при действии цитохалазина Д
(ЦитД). а – Записи токов до (контроль) и через 3 мин после подачи 10 мкг/мл ЦитД во внеклеточный раствор в камере, б –
соответствующая вольтамперная характеристика. в – Схема эксперимента. г – Окраска F-актина в эМСК в контрольных
условиях и после обработки ЦитД; масштабная линейка: 50 мкм.
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что выгодно отличает их от других МСК неинвазив-
ным способом выделения.

Как уже отмечалось ранее, натриевые каналы
ENaC, характерные для эпителия почек и легких,
были обнаружены в клетках различной специализа-
ции (Сударикова и др., 2012; Sudarikova et al., 2015;
Kleyman, Eaton, 2020). В настоящее время исследо-
вания экспрессии ENaC и их влияния на жизнедея-
тельность стволовых клеток различного происхож-
дения находятся на начальном этапе. Так, в единич-
ных работах последних лет есть данные об
экспрессии одной (альфа-) или нескольких субъеди-
ниц ENaC (альфа-, бета-, гамма-, дельта) в стромаль-
ных стволовых клетках, выделенных из костного мозга
человека (Nam et al., 2020), а также в нейрональных
стволовых клетках мыши (Petrik et al., 2018). Обнаруже-
но положительное влияние кондиционированной
среды от МСК, выделенных из костного мозга, на
уровень трансэпителиального амилорид-чувстви-
тельного тока и экспрессию альфа-субъединицы
ENaC в эпителиальных клетках легкого человека
(клетки линии H441) или в культуре первичных кле-
ток AT2 мыши (Ding et al., 2020). Сокультивирование
МСК из костного мозга и клеток H441 или AT2 так-
же приводило к увеличению амилорид-чувствитель-
ного тока и уровня белка субъединиц альфа и гамма
ENaC (Zhang et al., 2020).

В настоящей работе мы подтвердили наличие
субъединицы альфа ЕNaC в эМСК с помощью им-
мунофлуоресцентной микроскопии. Кроме того, с

использованием метода патч-кламп впервые зареги-
стрировали активность потенциал-независимых на-
трий-проводящих каналов в плазматической мем-
бране эМСК и определили их биофизические харак-
теристики. Одиночные каналы анализировали в
квазифизиологических условиях (145 мМ NaCl) на
участке мембраны нативной клетки (конфигурация
cell-attached). Значения проводимости (11–13 пСм) и
потенциала реверсии (около 20 мВ) натриевых кана-
лов, обнаруженных в эМСК, были близки к значе-
ниям этих же показателей амилорид-нечувствитель-
ных каналов ENaC в трансформированных клетках
крови (Сударикова и др., 2012, 2018; Sudarikova et al.,
2019), а также каналов ENaC, изучаемых в основном в
экспрессионных системах (ооцитах Xenopus) и содер-
жащих в своем составе дельта-субъединицу (Ji et al.,
2006). Хотелось бы отметить, что для каналов ENaC
известна вариабельность данных по проводимости и
селективности в зависимости от объекта, условий
культивирования, а также их субъединичного состава
(например: Kellenberger, Shield, 2002; Ji et al., 2006).

Чтобы подтвердить, что обнаруженные нами в
эМСК натриевые каналы принадлежат к семейству
ENaC, мы провели их функциональную идентифи-
кацию с использованием электрофизиологического
подхода и известных активаторов ENaC. Мы обна-
ружили, что добавление деструктора актиновых фи-
ламентов ЦитД приводит к активации натриевых ка-
налов со сходными биофизическими параметрами,
что и у каналов в фоне. Данный механизм активации

Рис. 3. Активность натриевых каналов ENaC, индуцированная действием протеазы трипсин. а – Записи токов при различных
значениях поддерживаемого потенциала и соответствующие им амплитудные гистограммы, расстояния между пиками кото-
рых равны амплитуде одиночного открывания; б – схема эксперимента. Для активации натриевых каналов добавляли
5 мкг/мл трипсина в наружный раствор в пипетке. в – Вольтамперная характеристика натриевых каналов.

a

в

б

зк
отк

зк
отк

зк

отк

зк

отк

–40 мВ

–30 мВ

–50 мВ

–60 мВ

E, мВ

0.6

0.9

1.2

0.3
20–20–40–60–80 40 60 80

I, пА

1 пА
1 с

Наружный

Na+

раствор
+Трипсин500

1000

1500

0
–2 –1 0

Число

I, пА

событий

500

1000

1500

0
–2 –1 0

500

1000

1500

0
–2 –1 0

500

1000

1500

0
–2 –1 0



488

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 5  2021

СУДАРИКОВА и др.

характерен как для эндогенных каналов ENaC в со-
бирательных трубочках почки, так и для каналов в
трансфицированных клетках, например, HEK 293
(Karpushev et al., 2010; Morachevskaya, Sudarikova,
2021). Кроме того, активация каналов ENaC при раз-
борке актинового цитоскелета является основным
механизмом их регуляции в клетках неэпителиаль-
ного происхождения, в том числе клетках лейкемии
и лимфомы человека (Negulyaev et al., 2000; Sudariko-
va et al., 2015; Morachevskaya, Sudarikova, 2021).

Сериновую протеазу трипсин часто используют
как известный и относительно простой инструмент
для идентификации каналов ENaC или повышения
их активности до максимального уровня, что вызы-
вается протеолитическим расщеплением альфа- или
гамма-субъединиц в зоне экстраклеточных петель
(Diakov et al., 2008; Kleyman, Eaton, 2020). В наших
экспериментах при добавлении трипсина в пипетку
мы регистрировали довольно высокий уровень ак-
тивности каналов в мембране эМСК (по сравнению
с фоновой активностью каналов), что также служит
значимым дополнительным аргументом в пользу
идентификации обнаруженных нами каналов как
каналов ENaC.

Ранее в транспортных эпителиях и на модельных
системах (ооцитах Xenopus) показано, что ENaC об-
ладают механочувствительностью и их активность
может регулироваться механическими стимулами,
такими как проток жидкости (flow activation), кото-
рый повышает вероятность нахождения каналов в
открытом состоянии (Verschuren et al., 2020). Недав-
ние исследования на нейрональных стволовых клет-
ках выявили влияние активности ENaC на клеточ-
ную пролиферацию зависимым от протока жидко-
сти образом (Petrik et al., 2018). Кроме того, было
показано воздействие механической деформации на
дифференцировку МСК, которое опосредовано ка-
налами ENaC (Nam et al., 2020). В совокупности все
имеющиеся результаты, а также тот факт, что харак-
тер активности и профиль экспрессии ионных кана-
лов в клетках, взятых из различных тканей, могут
значительно различаться, дают нам основания рас-
сматривать эМСК как перспективный объект для
дальнейшего изучения роли ENaC в клеточных отве-
тах на изменение механических свойств микроокру-
жения.
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The work is aimed to reveal the functional activity of sodium channels ENaC in human endometrial mesenchymal
stem cells (eMSC). Immunofluorescent staining of the cells showed the presence of the main pore-forming alpha-
subunit of ENaC in eMSC. For the electrophysiological study of sodium channels and the analysis of the effects of
potential ENaC activators, we used the possibility of unitary currents recording in plasma membrane patch on native
cell (cell-attached variant). In experiments on eMSC, background activity of sodium channels was found, their ac-
tivation was shown in response to cytochalasin D-induced actin cytoskeleton disassembly; the biophysical properties
of single channels were estimated. Typical channel activity was also observed when serine protease trypsin, a known
stimulator of ENaC channels, was added to the outside of the membrane patch. The current-voltage characteristics
of sodium channels activated by the action of cytoskeleton destructor or extracellular protease were similar: unitary
conductance was 11–13 pS. Thus, the physiological pathways of ENaC channel stimulation in human endometrial
stem cells were identified. Revealed intracellular and extracellular mechanisms of ENaC channel regulation can pro-
vide rapid changes in the sodium permeability of the plasma membrane of stem cells.

Keywords: human mesenchymal stem cells, patch clamp, plasma membrane, sodium channels ENaC, actin cyto-
skeleton
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Применение мезенхимных стволовых клеток человека (МСК) предполагает генетическую стабильность
трансплантируемого клеточного материала и наличие его в значительном количестве. Наращивание био-
массы клеток возможно только в условиях in vitro, что сопряжено с возможными рисками нарушения их гене-
тической стабильности. В настоящей работе проанализирована кариотипическая стабильность 3-х клеточных
линий МСК эндометрия (эМСК) после введения клеток в культуру и в процессе последующего культивирова-
ния. Установлено, что при переводе в систему in vitro клетки претерпевали кариотипические изменения.
Профиль изменчивости проанализированных эМСК носил индивидуальный характер. Установлено, что
клетки линии без грубых нарушений в структуре хромосом претерпели реверсию к кариотипической нор-
ме. Клетки с нарушениями генетического материала, вызванными хромосомными поломками и анеупло-
идией в процессе культивирования имели тенденцию к последующей дестабилизации. Полученные дан-
ные вносят существенный вклад в изучение стабильности генетического аппарата эМСК.

Ключевые слова: эндометриальные мезенхимные стволовые клетки, хромосомы, эктопическая конъюга-
ция, нарушенная конденсация, хромосомные поломки, анеуплоидия, дестабилизация
DOI: 10.31857/S0041377121050102

Активный поиск доступных и удобных в работе
источников стволовых клеток человека с большими
потенциями для регенеративной медицины привел к
обнаружению мезенхимных стволовых клеток
(МСК) в десквамированном эндометрии менструаль-
ной крови человека (Meng et al., 2007; Земелько и др.,
2011). В настоящее время МСК эндометрия (эМСК)
рассматриваются как перспективный клеточный
материал для использования в медицинских целях.
Основанием этого послужили доступность донор-
ского материала, возможность неинвазивного спо-
соба выделения клеток и их высокий пролифератив-
ный потенциал в культуре (Zuo et al., 2018). Установ-
лено, что эМСК способны секретировать большое
количество VEGF, HGF и JGF1 – факторов, играю-
щих ключевую роль в восстановлении и регенерации
тканей (Domnina et al., 2020). Применение МСК в
терапевтических целях предполагает генетическую
стабильность трансплантируемого клеточного мате-
риала и наличие его в значительном количестве. На-
ращивание биомассы МСК возможно только в усло-

виях in vitro, что сопряжено с возможными рисками
нарушения их генетической стабильности.

Важным тестом, способным оценить стабиль-
ность генома как на уровне клетки, так и на уровне
популяции является кариотипический анализ. При-
менение метода дифференциальной окраски хромо-
сом на G-диски (G-banding) позволяет оценить ста-
бильность генома на основании данных о числе хромо-
сом и их морфологии. Стандартный кариотипический
набор характеризуется постоянством числа хромосом
и их структуры. Любые отклонения рассматриваются
как нежелательные и характеризуют клетку как гене-
тически дефектную (Heng et al., 2013). Данный ана-
лиз приобретает особую значимость в связи с пред-
ставлением о том, что нарушение генетической ста-
бильности клеток может стать причиной развития
онкогенной клеточной трансформации (Ross et al.,
2011). Вопрос о стабильности эМСК в связи с пере-
водом клеток в условия культуры остается откры-
тым. Данные, полученные к настоящему моменту
разными авторами на МСК различного происхожде-
ния, противоречивы. Согласно одним работам, при
переводе в условия in vitro МСК остаются кариоти-
пически стабильны (Meng et al., 2007; Раtel et al.,
2008), согласно другим – приобретают кариотипиче-

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; эМСК – эндометриальные МСК.

УДК 575.23
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ские изменения (Borgonovo et al., 2014). В связи с
тем, что эМСК рассматриваются как перспектив-
ный материал для использования в регенеративной
медицине, оценка кариотипической стабильности
этих клеток в культуре является актуальным вопросом.

Задача настоящей работы заключалась в том, что-
бы проанализировать кариотипическую стабиль-
ность 3-х клеточных линий эМСК после введения
клеток в культуру и в процессе последующего куль-
тивирования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки и их культивирование. Исследовали 3 ли-

нии эМСК человека (рабочие названия линий: 1, 2, 3),
полученные и охарактеризованные в ИНЦ РАН
(Санкт-Петербург). Клетки анализируемых линий
имели поверхностные маркеры мезенхимного ряда
(СD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105) и не нес-
ли гемопоэтические маркеры (CD11b, CD34,
CD45, CD117, CD130, HLA-DR класса 2). Клетки
всех 3-х линий были способны к направленной к
дифференцировке в адипогенном и остеогенном на-
правлениях (Земелько и др. 2011).

Клетки культивировали в среде DMEM/F12 (Gib-
co, США), содержащей 10% бычьей эмбриональной
сыворотки (HyClone, США), 1% антибиотика-анти-
микотика и 1% GlutaMAX (Gibco, США). Клетки пе-
ресевали 2 раза в неделю в соотношении 1 : 3–1 : 4,
используя 0.05%-ный раствор трипсин–ЭДТА (Invi-
trogen, США).

Кариотипический анализ. Использовали метод
дифференциальной окраски хромосом на G-диски.
Для приготовления препаратов клетки высевали с
плотностью (14–15) × 103 кл./см2. Через 24–25 ч в
культуру добавляли 0.02 мг/мл колцемида (Sigma,
США) на 1 ч. Затем среду удаляли, клетки открепляли
от пластика 0.05%-ным раствором трипсина, клеточ-
ную суспензию центрифугировали (1500 об./мин), су-
пернатант удаляли, осадок ресуспензировали и под-
вергали гипотонической обработке 0.56%-ным рас-
твором KCl (1 ч). Затем суспензию центрифугировали
(1300 об./мин), супернатант удаляли, клеточную
суспензию фиксировали в течение 1.5 ч холодной
смесью метанола с уксусной кислотой (3 : 1), трижды
заменяя за это время фиксатор на свежий. Фиксиро-
ванный материал раскапывали на холодные и влаж-
ные предметные стекла. Препараты в течение 1 нед.
высушивали при комнатной температуре. Метафаз-
ные пластинки окрашивали красителем Гимза на
фосфатном буфере после предварительной трипси-
низации (Биолот, Россия). Цитогенетичский анализ
проводили с использованием светового микроскопа
Axio Scop (Carl Zeiss, Германия) при увеличениях
объектива 20× и 100×. Хромосомы идентифициро-

вали в соответствии с международной номенклату-
рой (Mitelman, 1995) и атласом хромосом человека
(Мамаева, 2000).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Цитогенетический анализ препаратов метафазных

хромосом эМСК показал, что клетки всех 3-х линий
уже с ранних пассажей проявляли признаки карио-
типической гетерогенности. Профиль кариотипиче-
ской нестабильности для каждой линии был инди-
видуален.

Линия 1. В популяции линии 1 на 3-ем пассаже
культивирования были обнаружены два варианта
клеток: около 50% клеток в популяции имели стан-
дартный набор хромосом, другая часть популяции
характеризовалась кариотипическими дефектами.
Дефекты были связаны с появлением изохромосом
(возникших в результате неполного расхождения в
митозе гомологичных копий) и хромосом с нару-
шенной конденсацией в одной из копий, а также с
межхромосомными ассоциациями (эктопической
конъюгацией) и возникновением моно- или трисо-
мии по отдельным хромосомам (рис. 1). Выявлен-
ные изменения носили случайный характер. Исклю-
чение составляли межхромосомные ассоциации с
неоднократным вовлечением в них хромосом 13, 14,
15, при этом вторым партнером сцепления могла
быть любая хромосома набора. В результате повтор-
ного анализа клеток этой линии на 6-ом пассаже бы-
ли выявлены такие же изменения, как и на 3-ем, одна-
ко появился новый тип хромосомных отклонений –
хромосомные поломки (рис. 1). Хромосомные полом-
ки затрагивали область центромеры, при этом на-
блюдались полное или частичное сохранение гене-
тического материала. Частота встречаемости клеток
с кариотипическими отклонениями была несколько
больше по сравнению с более ранним пассажем.
Каждое выявленное изменение само по себе было
уникальным, что говорит о случайном характере вы-
являемых кариотипических отклонений. Кариоти-
пический анализ на 15-ом пассаже выявил, что ана-
лизируемая клеточная культура стабилизировалась.
Преимущество имели клетки с нормальным кариоти-
пом (рис. 1). Нарушение конденсации в гомологах от-
сутствовало. Двуплечая изохромосома (15/15) равно
как и эктопическая конъюгация (13/14) встретились
единожды. В 4-х клетках из 16 наблюдали моносомию
случайного характера. Хромосомные поломки от-
сутствовали.

Линия 2. Клетки линии 2 на 3-ем пассаже так же,
как и клетки линии 1 характеризовались наличием
2-х субпопуляций: с нормальным кариотипом и с ка-
риотипическими отклонениями. Однако число кле-
ток с нормальным кариотипом составляло только
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Рис. 1. Кариотипы клеток линии 1 на разных этапах культивирования. Пассаж 3: эктопическая конъюгация хромосом 13 и 15.
Пассаж 6: моносомия по хромосомам 9, 16 и 21; прицентромерная поломка хромосомы 10 с сохранением материала. Пассаж
15: нормальный кариотип. На рис. 1–3: n – число хромосом в кариотипе.
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25%. Характер выявленных изменений существенно
отличался от изменений в клетках линии 1. Основны-
ми изменениями, выявленными в клетках линии 2,
были хромосомные поломки и моносомия (рис. 2). В
клетках проанализированной популяции наблюдали
преимущество вовлечения определенных хромосом
в изменения. Так, в 3-х метафазных пластинках на-
блюдали прицентромерные поломки в хромосоме 1.
И по этой же хромосоме неоднократно наблюдали
трисомию. Изменения в других хромосомах (полом-
ки с сохранением генетического материала, частич-
ной его утратой или транслоцированием безцентро-
мерного локуса на другую хромосому) носили слу-

чайный характер. В отдельных клетках выявляли
эктопическую конъюгацию между негомологичны-
ми хромосомами с участием в качестве одного из
партнеров хромосом 12 и 15 (рис. 2).

Повторный кариотипический анализ клеток ли-
нии 2 на 14-ом пассаже выявил значительное увели-
чение степени кариотипической дестабилизации
популяции. Характер выявляемых кариотипических
дефектов остался таким же, как и на раннем этапе
культивирования, однако количество хромосом, рав-
но, как и количество клеток, вовлекаемых в отклоне-
ния, значительно увеличилось. В процесс дестабили-
зации были включены все хромосомы набора за ис-

Рис. 2. Кариотипы клеток линии 2 на разных этапах культивирования. Пассаж 3: поломка хромосомы 9 с сохранением мате-
риала; эктопическая конъюгация хромосом 12 и 15. Пассаж 14: трисомия по хромосоме 2, моносомия хромосом 12, 17, 22 и X;
прицентромерная поломка с сохранением материала хромосом 8 и 12; делеция в хромосоме X.

Пассаж 3

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

n = 44

Пассаж 14

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

n = 43
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ключением хромосомы 16. Клетка могла быть
маркирована не одним, а несколькими разнотипны-
ми изменениями (рис. 2). Хромосомные поломки в
большинстве случаев сопровождались делетирова-
нием части хромосомного материала. Такие измене-
ния как наличие изохромосом и межхромосомных
ассоциаций были единичными. В некоторых клет-
ках наблюдали отсутствие сразу двух гомологов.

Линия 3. По степени гетерогенности на началь-
ном этапе культивирования (пассаж 5) клетки этой
линии были схожи с клетками линии 2, и большая
часть популяции имела кариотипические дефекты.
Выявляемые отклонения были представлены хромо-

сомными поломками, как с сохранением, так и утра-
той генетического материала, и анеуплоидией наличи-
ем трисомий и моносомий по отдельным хромосомам
(рис. 3). Повышенной нестабильностью характеризо-
вались хромосомы 2 и 4. Вовлечение в кариотипиче-
ские изменения остальных хромосом набора носило
случайный характер. Анализ клеток линии 3 на
13-ом пассаже показал, что характер изменений и
доля популяции с кариотипическими дефектами
остались такими же, как на 6-ом пассаже. Однако на
13-ом пассаже наблюдали увеличение количества
хромосом, вовлекаемых в перестройки, в некоторых
клетках в перестройки были вовлечены обе гомоло-

Рис. 3. Кариотипы клеток линии 3 на разных этапах культивирования. Пассаж 5: прицентромерная поломка с сохранением
материала в хромосомах 2 и 9. Пассаж 13: трисомия и поломка двух гомологов хромосомы 1 с сохранением материала и деле-
тированием соответственно; делеция в p-плече хромосом 4 и X; делеция p-плеча хромосомы 12; моносомия по хромосоме 18,
22, X.

Пассаж 5

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

n = 46

Пассаж 13

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15

15

16 17 18

19 20 21 22 X

n = 44
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гичные хромосомы. Хромосомные поломки в хро-
мосомах 6, 12, 16 и Х были выявлены неоднократно
(рис. 3). Число хромосом, вовлеченных в анеуплои-
дию при этом существенно не изменилось (на 6-ом
пассаже число хромосом, вовлеченных в анеуплои-
дию было 11, на 13-ом пассаже – 12 из кариотипче-
ского набора). Эктопическая конъюгация была най-
дена только в одной клетке.

ОБСУЖДЕНИЕ

Исходя из того, что эМСК рассматриваются как
перспективные источники биоматериала для ис-
пользования в регенеративной и восстановительной
терапии, важно знать, насколько они генетически
стабильны в условиях культуры. Существуют дан-
ные, что в связи с переводом в искусственные усло-
вия жизнедеятельности клетки претерпевают разно-
го типа стрессы, связанные со способом пересева, с
реактивами, используемыми при культивировании,
с плотностью культуры (Jacobs et al., 2016), а также с
температурным режимом (Tan et al., 2019), влажно-
стью, насыщением клеток кислородом (Ueyama et al.,
2012), продолжительностью культивирования и че-
ловеческим фактором (Rajamani et al., 2014). Есть
данные, что при культивировании стволовых клеток
энзиматический способ пересева клеток способ-
ствует дестабилизации клеточного генома (Ruby,
Zheng, 2009).

В основе генетических изменений в клетках, свя-
занных с воздействием стрессовых факторов, лежат
разные механизмы: сбой в программе клеточного де-
ления, возникновение двухцепочечных разрывы
ДНК и изменения метилирования ДНК. Возникаю-
щие изменения инициируют неправильную сегрега-
цию тех или иных хромосом кариотипического на-
бора, возникновение анеу-, полиплоидии, которая
сама по себе может стать индуктором последующей
нестабильности, разнотипных несбалансированных
хромосомных перестроек и конформационных из-
менений в хромосомах. Важно отметить, что возни-
кающие отклонения на уровне кариотипа могут но-
сить как случайный, так и неслучайный характер. В
настоящем исследовании повышенной склонно-
стью к агглютинации характеризовались хромосомы
13, 14 и 15. Интересно, что связь этих хромосом с не-
случайной эктопической конъюгацией была описа-
на и ранее на различных типах МСК человека и мы-
ши (Гринчук и др., 2008; Кольцова и др., 2018; Мус-
сорина и др., 2019). Природа этого явления до конца
не ясна. Тем не менее, существует предположение,
что агглютинация хромосом, равно как и изменения
конденсации хроматина связаны с нарушениями
метилирования ДНК (Heng et al., 2013).

В настоящей работе мы показали, что анализиру-
емые в настоящей работе эМСК при переводе в
условия in vitro претерпели генетические изменения.
Однако профиль кариотипической изменчивости и
динамика его развития оказались разными.

Наибольший интерес в связи с относительной ка-
риотипической стабильностью вызывают клетки
линии 1. Структурные изменения хромосом на ран-
нем 3-ем пассаже определялись только такими гене-
тическими изменениями, как эктопическая конъ-
югация негомологичных хромосом, неспецифиче-
ские нарушения конденсации некоторых хромосом
набора, сбой в программе клеточного деления, свя-
занные с появлением в кариотипе изохромосом. Уси-
ление кариотипической изменчивости на 6-ом пас-
саже, связанное с наличием единичных поломок
хромосомного материала, нивелировалось при по-
следующем культивировании и не оказывало влия-
ния на изменение генетического статуса клеток. К
15-му пассажу большинство возникших ранее кари-
отипических изменений исчезали, и линия могла
рассматриваться как кариотипически стабильная.
Возможность подобной генетической реверсии к
норме была описана Сталтзом с соавторами (Stultz et
al., 2016) при анализе клеточных линий МСК. Эти
авторы установили, что на ранних этапах культиви-
рования (3, 5-й пассажи) клетки характеризовались
нестабильным кариотипом, однако к 7-ому пассажу
3 клеточные линии из 6 вернулись к нормальному ка-
риотипу.

Две другие наши линии эМСК (линия 2 и 3), по-
лученные, как и линия 1, в пределах одной лаборато-
рии при использовании одинаковых питательных
сред и прочих условий работы с клетками in vitro, уже
на ранних этапах культивирования проявляли гене-
тическую нестабильность, связанную с поломками
хромосом и значительной степенью анеуплоидиза-
ции популяции. Каждая линия в процессе культиви-
рования характеризовались индивидуальным про-
филем кариотипической изменчивости. В отличии
от линии 1 выявленные изменения были связаны с
поломками хромосомного материала и анеуплоиди-
ей. Зарегистрированная на первых этапах неста-
бильность прогрессировала во времени, в процесс
дестабилизации вовлекались дополнительные хро-
мосомы.

Сравнение полученных в настоящей работе дан-
ных с литературными данными по кариотипирова-
нию других типов МСК показало, что если измене-
ния в структуре кариотипа эМСК ограничивались
преимущественно поломками хромосомного мате-
риала, а также моно- и трисомиями, в МСК иного
происхождения спектр возникающих аберраций был
значительно шире и включал транслокации, дуплика-
ции, кольцевые хромосомы, дицентрики, теломерные
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ассоциации (Гринчук и др., 2008; Попов и др., 2009;
Муссорина и др., 2019; Кольцова и др., 2020; Pesser-
ini et al., 2016). Такой широкий спектр хромосомных
изменений характерен для раковых опухолей. В этой
связи наличие подобных перестроек в популяциях
стволовых клеток настораживает, т. к. может рас-
сматриваться как предпосылка к их трансформации,
в частности, злокачественной (Гринчук и др., 2008;
Попов и др., 2009; Pesserini et al., 2016).

В наших более ранних работах, проведенных на
клеточных линиях эМСК методами молекулярного
кариотипирования и секвинирования следующего
поколения мы установили, что клетки с такими ка-
риотипическими отклонениями как хромосомоные
поломки и анеуплоидия не имели онкогенного
трансформационного потенциала (Vinogradov et al.,
2017; Shilina et al., 2018). Обсуждая генетические де-
фекты, выявленные нами в прокариотипированных
эМСК, можно говорить о том, что скорее всего они
носят адаптивный характер, хотя донороспецифиче-
ское влияние на структурную нестабильность для
линий 2 и 3 не исключается. Согласно полученным
нами данным эМСК при переводе из системы in vivo
в систему in vitro могут иметь индивидуальную исто-
рию адаптивных генетических изменений в связи с
чем разный генетический статус.

Полученные в настоящей работе данные говорят
в пользу того, что эМСК от линии к линии могут раз-
личаться как по начальному уровню кариотипиче-
ской гетерогенности, так и по ее развитию в процес-
се пассирования. Наиболее благоприятным для нор-
мализации культуры является наличие на ранних
пассажах клеток с редкими неклональными дефек-
тами, не затрагивающими структуру хромосом. Воз-
никновение структурно перестроенных хромосом и
выраженной анеуплоидии, как правило, имеет нега-
тивные последствия и ведет к последующей прогрес-
сирующей во времени дестабилизации генома, что
нежелательно, т. к. может спровоцировать онкоген-
ную трансформацию. Поскольку клетки, не имею-
щие грубых изменений в структуре хромосом с еди-
ничными случайными изменениями, имеют шанс к
нивелированию возникших на первых этапах куль-
тивирования изменений и возврату к генетической
норме, при получении новых клеточных линий ство-
ловых клеток важен их кариотипический анализ на
ранних этапах культивирования. Не менее важна
цитогенетическая оценка стволовых клеток при не-
посредственном использовании их в терапевтиче-
ских целях.

Настоящее исследование представляет собой
оригинальные приоритетные данные о генетиче-
ской стабильности эМСК в культуре.
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The use of stem cells for therapeutic purposes presupposes the significant quantities and genetic stability of the trans-
planted cells. An increase in cell biomass is may only in vitro, which is associated with probable risks of their genetic
stability violation. In this work, we analyzed the karyotypic stability of 3 endometrial MSC (eMSC) cell lines after
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the transfer of cells in vitro and during subsequent cultivation. We are showing the cells underwent karyotypic chang-
es after transferred to in vitro system. The variability profile of analyzed eMSCs had an individual character. It was
found the cells without gross chromosomal changes underwent a reversion to the karyotypic norm. Cells with chro-
mosomal breaks and aneuploidy tended to further destabilize during cultivation. The obtained data make a signifi-
cant contribution to the eMSC genetic study.

Keywords: MSCs, eMSCs, chromosomes, ectopic conjugation, impaired condensation, chromosomal breakdowns,
aneuploidy
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С помощью электрохимического метода, основанного на использовании оптически прозрачного рабочего
электрода, было показано, что в условиях гипотермического (4°С) хранения эритроцитов происходит сни-
жение степени обратимости изменения их формы при воздействии постоянного электрического тока.
При катодной поляризации оптически прозрачного рабочего электрода (–0.5 В) доля эритроцитов, пере-
шедших в сфероэхиноциты, снизилась с 99.6 ± 0.4% (1-е сут) до 42.8 ± 14.5% (42-е сут) (p < 0.05), а при анод-
ной поляризации (1.2 В) доля эритроцитов, перешедших в стоматоциты, снизилась с 80.6 ± 6.7% (1-е сут) до
35.4 ± 5.6% (42-е сут) (p < 0.05). На поздних сроках хранения в образцах наблюдали увеличение числа кле-
ток, подвергавшихся разрушению в условиях воздействия постоянного электрического тока, наличие ко-
торых в переливаемой эритроцитарной взвеси может приводить к увеличению свободного гемоглобина в
крови реципиента после трансфузии. Полученные результаты могут лечь в основу разработки новых ме-
тодов оценки качества компонентов крови.

Ключевые слова: оптически прозрачный электрод, оксид индия−олова, эритроцит, деформируемость, мор-
фология
DOI: 10.31857/S0041377121050035

Электрохимические методы, благодаря своей эф-
фективности, простоте и гибкости широко исполь-
зуются не только в различных областях промышлен-
ности, но и находят свое применение в медицине и
биологии (Djokić, 2016). Особого внимания заслу-
живают исследования поведения живых клеток при
контакте с чужеродными заряженными материалами,
позволяющие расширить представление о процессах
функционирования клеток. Начиная с 50-х гг. про-
шлого века, проводились многочисленные исследо-
вания взаимодействия клеток с электропроводными
материалами (например, платиной, золотом, стек-
лоуглеродом, активированным углем), результатом
которых стало описание электрохимической приро-
ды ряда фундаментальных процессов (тромбогенеза,
адгезии и пролиферации клеток) (Sawyer, 1983; Koji-
ma et al., 1991), а также разработка принципов оцен-
ки гемосовместимости материалов (Sawyer, 1984).

Выйти на качественно новый уровень в данных
исследованиях позволило внедрение оптически
прозрачных электродов, используемых преимуще-

ственно при производстве жидкокристаллических
дисплеев и солнечных батарей (Ellmer, 2012). При
этом, в качестве оптически прозрачных электродов
могут применяться как классические металлические
электроды, например, тонкие слои серебра или меди
(Bi et al., 2019), так и нанесенные на прозрачную
подложку другие электропроводные материалы: уг-
леродные нанотрубки (López-Naranjo et al., 2016),
оксид графена (Woo, 2019), электропроводные поли-
меры (Hofmann et al., 2018). Однако наибольшее рас-
пространение получили оптически прозрачные
электроды на основе оксидов индия и олова (ITO)
(Cao et al., 2014; Afre et al., 2018), обладающие достаточ-
но высоким светопропусканием (80–95%) при относи-
тельно низком сопротивлении (10–50 Ом/см2)
(Cao et al., 2014).

Благодаря возможности визуализации функцио-
нирования клеток в условиях их контакта с поверх-
ностью заряженного электрода, было показано вли-
яние потенциала оптически прозрачного электрода на
морфологию и рост живых клеток HeLa (Yaoita et al.,
1990), морфологию эндотелиальных клеток бычьей
аорты (Wong et al., 1994), а также на способность кПринятые сокращения: ITO – indium tin oxide

УДК 543.552:612.111
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адгезии и росту культуры Pseudomonas fluorescens
(Busalmen, de Sánchez, 2005). Однако более
перспективными представляются исследования
клеток крови, например, эритроцитов. Особого вни-
мания заслуживает разработка и внедрение в клини-
ческую практику новых методов анализа эритроцит-
содержащих компонентов крови.

В настоящее время обеспечение сохранности
свойств эритроцитов в процессе их хранения для пе-
реливания является весьма важной задачей. По
стандартам РФ и рекомендациям ВОЗ хранить эрит-
роцитсодержащие компоненты допускается при
температуре 2–6°С не более 35 сут (в зависимости от
используемого консерванта) со дня забора крови
(Mvere et al., 2005; Рагимов, 2010). Для США и Кана-
ды такой срок составляет до 42 сут (Wang et al., 2012;
Koch et al., 2013; Bhaduri et al., 2014). При этом крите-
риями пригодности эритроцитсодержащих компо-
нентов для трансфузии являются тест на концентра-
цию гемоглобина, определение гематокрита и степени
гемолиза эритроцитов (Постановление Правительства
РФ № 797, 2019). Однако на основании этих данных
нельзя сделать выводы о структурной и функциональ-
ной полноценности эритроцитов.

Одним из важнейших свойств эритроцита, обес-
печивающего газотранспортную функцию, является
его способность к деформации, которая обеспечивает-
ся взаимодействием интегральных белков (гликофори-
нов, белка полосы 3) и периферических компонентов
(спектрина, актина и др.) мембрано-цитоскелетного
комплекса. Деформируемость эритроцитов претер-
певает значительные изменения с их возрастом
(Ламзин и др., 2014) и по выраженности изменения
можно судить о деструктивных процессах при старе-
нии эритроцитов in vitro (Kirkpatrick et al., 1998;
Luten et al., 2008; Hess, 2010; Мороз и др., 2013), кото-
рые могут являться причиной развития трансфузи-
онных осложнений (Moore et al., 1997; Bennett-Guer-
rero et al., 2007; Kim et al., 2015).

Еще одной важной характеристикой эритроцита
является величина поверхностного заряда мембра-
ны эритроцита (Левин, Сухарева, 2015), отрицатель-
ное значение которого (в норме около −15 мВ; Jan,
Chien 1973), обуславливаемое присутствием сиало-
вых кислот в олигосахаридных цепях гликофоринов,
становится менее отрицательным при хранении.

В целом, механизмы, лежащие в основе измене-
ния деформации эритроцитов, пока остаются неяс-
ными. Наблюдаемые изменения в процессе старе-

ния эритроцитов связывают с необратимой агрега-
цией спектрина и гемоглобина, которая вызывает
нарушение структуры эритроцитов и их пластично-
сти. Однако основной причиной считают окисление
мембраны эритроцита при хранении под влиянием
активных форм кислорода (D’Amici et al., 2007).

Изменение двойного электрического слоя у мем-
браны эритроцита за счет влияния различных внеш-
них факторов оказывает влияние на морфологию
эритроцитов (переход эхиноцит ↔ дискоцит ↔ сто-
матоцит (рис. 1)). Данный механизм трансформации
формы клеток реализуется благодаря электрохими-
ческим процессам и не вступает в противоречие с
широко распространенной теорией бислойной пары
(Tachev et al., 2004).

Кроме того, было обнаружено влияние заряда по-
верхности инородного тела на изменение морфоло-
гии эритроцита. Так, было описано явление агрега-
ции (слипания) эритроцитов при контакте с поло-
жительно заряженным электродом, но механизм
наблюдаемого явления для авторов остался неясным
(Ci et al., 1998).

Ранее было показано, что сочетание электрохи-
мических и микроскопических методов исследова-
ния позволяет оценить морфологию эритроцитов
при контакте с поверхностью заряженного электро-
да (Tsivadze et al., 2017). Так, в области потенциалов
отрицательнее −250 мВ наблюдали переход морфо-
логических форм эритроцита из дискоцита в эхино-
цит, в области потенциалов положительнее 600 мВ
наблюдали переход из дискоцита в стоматоцит.

Можно предположить, что изменение морфоло-
гии эритроцита и потеря части отрицательного заря-
да при старении может привести к изменению ха-
рактера взаимодействия эритроцитов с заряженной
поверхностью электрода.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияния гипотермического хранения эритроцитов
на степень обратимости изменения их формы при
воздействии постоянного электрического тока.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал. В работе использовали эритроцитар-

ную взвесь 5 практически здоровых доноров от 27 до
35 лет, заготовленную на гемоконсерванте ЦФД и
С.А.Г.М. (MacoPharma, Франция) в отделении про-
изводственной трансфузиологии НИИ скорой по-
мощи им. Н.В. Склифосовского. Образцы хранили

Рис. 1. Изменение морфологии эритроцита: 1 – дискоцит, 2 – эхиноцит, 3 – стоматоцит.

2 1 3
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при температуре 4°С в соответствии с рекомендаци-
ями ВОЗ.

Экспериментальная установка. В работе использо-
вали установку, состоящую из электрохимического
(рис. 2а) и оптического (рис. 2б) блоков. Электрохи-
мический блок состоял из трехэлектродной электро-
химической ячейки (рис. 2, позиция 2) с рабочим оп-
тически прозрачным ITO-электродом, расположен-
ным на дне ячейки, серебряной проволокой,
покрытой хлоридом серебра (в качестве электрода
сравнения), и платиновой проволокой в качестве
вспомогательного электрода. Потенциал рабочего
электрода устанавливали и контролировали с помо-
щью потенциостата IPC-Pro MF (Кронас, Россия)
(рис. 2, позиция 1). Морфологию в режиме реального
времени исследовали в проходящем свете на инвер-
тированном микроскопе Eclipse TS100 (Nikon, Япо-
ния), объектив CFI S Plan Fluor ELWD 60×/0.70
(Nikon, Япония), с цифровой 5.0 Mpix камерой DS-
Fi1 и цифровой рамкой DS-L2 (Nikon, Япония) (рис. 2,
позиции 4–6).

Анализ суспензии эритроцитов. В электрохимиче-
скую ячейку вносили 0.1 мл суспензии эритроцитов,
полученной добавлением к 10 мл 0.15 М раствора
NaCl (pH 7.2) 0.01 мл эритроцитарной взвеси. Для
обеспечения осаждения эритроцитов на поверхно-
сти оптически прозрачного электрода измерения на-
чинали через 15 мин. Поляризацию рабочего элек-
трода осуществляли в потенциодинамическом ре-
жиме со скоростью развертки потенциала 10 мВ/с от
бестокового потенциала до достижения потенциала

−0.5 В при движении в катодную область и до потен-
циала 1.2 В при движении в анодную область. Одно-
временно с началом изменения потенциала рабоче-
го электрода запускали запись на цифровую камеру
инвертированного микроскопа, фиксирующего мор-
фологию эритроцитов, находящихся на поверхности
оптически прозрачного рабочего электрода. По за-
вершении работы потенциостата запись прекраща-
лась. Исследование эритроцитарной взвеси проводи-
ли на 1, 5, 7, 14, 21, 28, 35 и 42 сут хранения.

Анализ монослойных мазков эритроцитарной взве-
си. Монослойные мазки эритроцитарной взвеси,
взятые в те же сутки хранения, исследовали по стан-
дартной методике на микроскопе AxioStar PLUS
(Carl Zeiss, Германия), объектив CP-Achromat
100×/1.25 Oil (Carl Zeiss, Германия).

Оценка деформируемости эритроцитов. Деформи-
руемость эритроцитов оценивали фильтрационным
методом (Закутский и др., 2001), основанным на
определении показателя деформируемости (Z) по
значениям диаметров физиологического раствора и
пятна эритроцитарной массы на бумажном фильтре:

Z = ((Dэр – Dср)/Dфр) × 100%,
где Z – показатель деформируемости эритроцитов,
Dэр – диаметр пятна суспензии эритроцитов, Dср –
диаметр периферического кольца суспензии дефор-
мированных эритроцитов, Dфр – диаметр пятна фи-
зиологического раствора.

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку экспериментальных данных проводили с ис-

Рис. 2. Схема установки для исследования влияния внешней поляризации постоянным током на морфологию эритроцитов:
1 – потенциостат; 2 – электрохимическая ячейка: РЭ – рабочий электрод, ВЭ (Pt) – вспомогательный электрод, ЭС (Ag) –
электрод сравнения; 3 – компьютер для управления электрохимическим блоком, 4 – инвертированный микроскоп, 5 – циф-
ровая камера, 6 – цифровая рамка, 7 – компьютер для управления оптическим блоком.
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пользованием программного обеспечения Statistica
6.0 (StatSoft). Описательная статистика количе-
ственных признаков представлена в виде среднего
значения и ошибки среднего. Для оценки достовер-
ности различий изменения морфологии эритроци-
тов в процессе их хранения использовали критерий
Уилкоксона. Статистически значимыми считали
различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании эритроцитов разных сроков
хранения, осевших из суспензии на поверхность оп-
тически прозрачного электрода, было обнаружено,
что их морфология в отсутствие внешней поляриза-
ции рабочего электрода (смещения его потенциала в
область катодных или анодных значений потенциа-

лов при постоянном токе) совпадала с полученными
нами аналогичными результатами микроскопии маз-
ков эритроцитарной взвеси. Совпадение было и с дан-
ными из литературы (Blasi et al., 2012; Мороз и др.,
2013), а именно: снижалось содержание дискоцитов
и увеличивалось содержание эхиноцитов по мере
увеличения срока хранения (рис. 3).

В то же время, в условиях внешней поляризации
рабочего электрода наблюдали не только изменение
морфологии эритроцитов в ответ на внешнее воз-
действие электрическим током, но и изменения со-
отношения морфологических форм эритроцитов с
увеличением срока хранения эритроцитарной взве-
си как в условиях катодной, так и анодной поляриза-
ции рабочего электрода (рис. 3, табл. 1).

В суспензии эритроцитов в 1-е сут хранения, ко-
гда общее состояние клеток можно характеризовать

Рис. 3. Морфология эритроцитов в различные сроки хранения при стационарном потенциале и значениях потенциала −0.5
и 1.2 В. Увел. об.: 600×. Масштабная линейка: 10 мкм.

10 мкм 10 мкм 10 мкм

10 мкм10 мкм10 мкм
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как нормальное (рис. 3), при смещении потенциала
ITO электрода в область более отрицательных значе-
ний наблюдали переход морфологических форм
эритроцита из дискоцита в сфероцит с поочередным
прохождением всех стадий эхиноцитоза (эхиноцит I,
II, III, сфероэхиноцит). Названия морфологических
форм даны согласно данным из литературы (Bessis,
1973). Так, при потенциале −0.5 В все эритроциты
представлены, как правило, сфероэхиноцитами. В
то же время, при смещении потенциала в область бо-
лее положительных значений наблюдали переход из
дискоцита в стоматоцит. При потенциале 1.2 В клет-
ки были представлены преимущественно стомато-
цитами.

Морфологические переходы как в сторону эхино-
цитов, так и в сторону стоматоцитов, являются обра-
тимыми, т.е. при смене направления развертки по-

тенциала или при отключении поляризации морфо-
логическая форма клеток возвращается к исходному
состоянию.

С увеличением срока хранения в случае катодной
поляризации снижалось количество сфероэхиноци-
тов и повышалось количество эхиноцитов III. Так,
если в 1-е сут при −0.5 В доля эритроцитов, представ-
ленных сфероэхиноцитами, составляла 99.6 ± 0.4%,
то к 42-м сут доля сфероэхиноцитов составила 42.8 ±
± 14.5%.

В условиях анодной поляризации с увеличением
срока хранения эритроцитарной взвеси был обнару-
жен ряд особенностей. Во-первых, доля эритроци-
тов, перешедших в стоматоциты, снизилась с 80.6 ±
± 6.7% (1-е сут) до 35.4 ± 5.6% (42-е сут). Во-вторых,
в этой области потенциалов обнаружено явление пе-
рехода из эхиноцита II и III в эхиноцит I или морфо-

Таблица 1. Морфологические формы эритроцитов в разные сроки хранения эритроцитарной взвеси при стационарном
потенциале и значениях потенциала –0.5 и 1.2 В

Примечание. Показаны средние значения и их ошибки. Различия достоверны при p < 0.05 относительно (а) 1-х сут и (б) относительно
предыдущего срока (критерий Уилкоксона).

Срок 
хранения, сут

Количество морфологических 
форм, %

Величина потенциала электрода, В

–0.5 ~0.15 (исходный) 1.2

1 Дискоциты 0 91.80 ± 0.97 15.20 ± 5.12
Эхиноциты I 0.20 ± 0.20 6.20 ± 0.58 3.80 ± 2.17

II 0 2.00 ± 0.45 0.40 ± 0.45
III 0.20 ± 0.20 0 0

Сфероэхиноциты 99.6 ± 0.40 0 0
Стоматоциты 0 0 80.60 ± 6.72

14 Дискоциты 0 61.00 ± 1.73 а, б 18.20 ± 1.46

Эхиноциты I 0 18.00 ± 2.98 а, б 9.00 ± 1.05

II 2.80 ± 1.07 11.40 ± 1.12 а, б 7.00 ± 0.89 а

III 16.20 ± 1.16 а, б 8.40 ± 0.75 а, б 3.00 ± 0.89 а

Сфероэхиноциты 81.00 ± 1.70 а 1.20 ± 0.58 0.60 ± 0.40

Стоматоциты 0 0 62.20 ± 2.80 а, б

28 Дискоциты 0.20 ± 0.20 25.80 ± 2.18 а, б 18.60 ± 2.14

Эхиноциты I 0.20 ± 0.20 24.40 ± 0.68 а 10.60 ± 1.57

II 4.80 ± 0.86 а 25.40 ± 1.44 а, б 11.00 ± 1.63 а, б

III 45.80 ± 2.54 а, б 20.00 ± 1.30 а, б 8.40 ± 1.12 а, б

Сфероэхиноциты 48.60 ± 2.11 а, б 4.00 ± 0.71 а 3.40 ± 0.82 а

Стоматоциты 0.40 ± 0.24 0.40 ± 0.24 48.00 ± 2.30 а, б

42 Дискоциты 2.40 ± 1.12 15.00 ± 1.70 а, б 20.40 ± 2.93

Эхиноциты I 8.00 ± 4.23 20.20 ± 0.97 а, б 14.40 ± 1.60 а

II 17.20 ± 6.87 а 31.00 ± 2.30 а 12.20 ± 1.77 а

III 26.20 ± 5.15 а, б 25.20 ± 2.39 а, б 12.60 ± 1.69 а

Сфероэхиноциты 42.80 ± 14.49 а 5.00 ± 1.61 5.00 ± 1.79

Стоматоциты 3.40 ± 1.44 3.60 ± 1.50 35.40 ± 5.56 а
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логическую форму, близкую к дискоциту, что более
подробно показано на примере морфологии эритро-
цитов на 28-е сут хранения (рис. 4).

Немаловажным, с нашей точки зрения, наблюде-
нием является то, что с увеличением срока хранения
в обследованных образцах возрастало количество кле-
ток, подвергшихся разрушению при воздействии элек-
трического тока (рис. 5). При этом на поверхности
электрода можно видеть тени эритроцитов (рис. 5б).

Наличие в эритроцитарной взвеси клеток с изме-
ненными физическими свойствами под влиянием
длительного гипотермического хранения может
привести к внутрисосудистому гемолизу (вследствие
их низкой механической прочности) в организме ре-
ципиента и увеличению содержания свободного ге-
моглобина в крови после трансфузии.

Ранее в ряде исследований было показано, что с
увеличением срока хранения эритроцитарной взве-
си возрастает количество функционально непригод-
ных клеток (Weinberg, Patel, 2016) и концентрация

свободного гемоглобина в крови реципиента после
трансфузии (Windsant et al, 2012), что является причи-
ной развития ряда серьезных осложнений (Schaer et al.,
2013), например, острой почечной недостаточности
(Deuel et al., 2016).

В настоящее время степень гемолиза хранящихся
эритроцитсодержащих компонентов не должна пре-
вышать 0.8% в конце срока хранения, что регламен-
тируется “Правилами заготовки, хранения, транс-
портировки и клинического использования донор-
ской крови и ее компонентов” (Постановление
Правительства РФ № 797, 2019). Этот показатель
определяется по концентрации свободного гемогло-
бина в супернатанте эритроцитарной взвеси после
центрифугирования фотометрическим методом с ис-
пользованием специализированных анализаторов,
например, HemoCue Plasma/Low Hb (HemoCue,
Швеция). Таким образом, учитывается только доля
разрушенных эритроцитов за период хранения, без
применения дополнительных методов контроля со-
стояния клеток.

Рис. 4. Морфология эритроцитов через 28 сут хранения в отсутствие внешней поляризации постоянным током (а) и при ве-
личине потенциала ITO-электрода 1.2 В (б). Стрелки показывают эхиноциты, перешедшие в форму, близкую к дискоциту.
Увел. об.: 600×.

10 мкм 10 мкм

а б

Рис. 5. Морфология эритроцитов на 35-е сут хранения в отсутствие внешней поляризации постоянным током (а) и при вели-
чине потенциала ITO электрода 1.2 В (б). Увел. об.: 600×. Кружками выделены клетки, подвергшиеся разрушению.

10 мкм 10 мкм

а б
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Одним из предположений, объясняющих выше-
описанные явления изменений морфологии эритро-
цитов в условиях внешней поляризации рабочего
электрода, может быть зависимость морфологиче-
ского ответа клеток от деформирумости эритроцита.
Однако данное предположение не подтвердилось,
поскольку при экспериментальной оценке дефор-
мируемости эритроцитов фильтрационным методом
достоверное различие показателя деформируемости
(критерий Уилкоксона, p < 0.05) было зафиксирова-
но только к 42 сут. При этом за весь срок хранения дан-
ный показатель снизился примерно на 5% – с 38.34 ±
0.42 отн. ед. (1 сут) до 37.15 ± 0.76 отн. ед. (42 сут).

Таким образом, электрохимический метод с ис-
пользованием оптически прозрачного электрода
позволяет не только получить качественную картину
изменения обратимости морфологии эритроцитов в
условиях гипотермического хранения, но и выяв-
лять в исследуемых образцах наличие функциональ-
но непригодных эритроцитов.

Внедрение аналитических методов, основанных
на использовании оптически прозрачных электро-
дов, открывает новые возможности в диагностике
состояния клеток, что может впоследствии лечь в
основу разработки новых методов оценки качества
компонентов крови.
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Use of Optically Transparent Electrodes for the Assessment of the Erythrocytes Quality 
during Their Storage
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Using an electrochemical method based on the use of an optically transparent working electrode, it was shown that
during the erythrocytes storage under hypothermic conditions (4°C), the degree of reversibility of shape changes de-
creases when exposed to direct electrical current. With the cathodic polarization of the optically transparent working
electrode (–0.5 V), the proportion of erythrocytes converted to spheroechinocytes decreased from 99.6 ± 0.4%
(1st day) to 42.8 ± 14.5% (42nd day) (p < 0.05), and with anodic polarization (1.2 V) the proportion of erythrocytes
converted to stomatocytes decreased from 80.6 ± 6.7% (1st day) to 35.4 ± 5.6% (42nd day) (p < 0.05). At the later
stages of storage, an increase in the number of cells that underwent destruction under the influence of direct elec-
trical current was observed in the samples. The presence of such cells in transfused packed red blood cells can lead
to an increase in plasma free hemoglobin levels in the recipient after transfusion. The results obtained may form the
basis for the development of new methods for assessing the quality of blood components.

Keywords: optically transparent electrode, indium tin oxide, erythrocyte, deformability, morphology
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28 апреля 2021 г. после тяжелой продолжительной
болезни на 90-м году жизни скончался академик
РАН Николай Николаевич Никольский, научный
руководитель Института цитологии РАН, заведую-
щий Отделом внутриклеточной сигнализации и
транспорта, главный редактор журнала “Цитоло-
гия”. Трудно переоценить роль Николая Николае-
вича в становлении и успешной работе Института.

Николай Николаевич родился 9 сентября 1931 г. в
Ленинграде. В 1954 г. он с отличием окончил Ленин-
градский государственный университет по специ-
альности “физиология человека и животных”. В
1957 г. на базе Лаборатории физиологии клетки Зоо-
логического института АН СССР был организован
Институт цитологии АН СССР. Первым директором
ИНЦ РАН был выдающийся ученый Дмитрий Ни-
колаевич Насонов, приведший в Институт как зре-
лых исследователей, так и целую когорту молодых
студентов и аспирантов, среди которых был и Нико-
лай Николаевич. Возможно, обилие молодежи и со-
здало в конечном итоге особую “студенческую” ат-
мосферу Института (“ЦИНа”) – простую, демокра-
тичную, дружелюбную. И вся научная жизнь
Н.Н. Никольского оказалась связана с Институтом,
в котором он прошел путь от старшего лаборанта и
аспиранта до заведующего сначала лабораторией

(Лабораторией физиологии клеточного цикла, пре-
образованной затем в Отдел), а потом и всего Инсти-
тута. Пост директора Института Николай Николае-
вич занимал с 1988 по 2004 г., с 2012 по 2015 гг. ис-
полнял обязанности директора, а затем был избран
научным руководителем Института. Его вклад в под-
держание “циновской атмосферы” и сохранение ее
традиций невозможно переоценить.

Руководящие способности и особенности лично-
сти Николая Николаевича проявились очень рано,
когда он стал секретарем партийной организации
Института и выполнял эти обязанности в течение
многих лет, не раз отстаивая перед партийными вер-
хами свою точку зрения на текущие вопросы, за что
его сразу же оценил коллектив, но недолюбливало
партийное начальство. Он не раз повторял, что “ди-
ректорство” в те годы было намного труднее, чем в
последующие, когда исчезла главенствующая роль
партийного руководства.

Первый этап научного творчества Н.Н. Николь-
ского был связан с разработкой фундаментальных
проблем мембранного транспорта, что способство-
вало становлению и развитию мембранной биоло-
гии в СССР. Им впервые в нашей стране были раз-
вернуты широкие исследования мембранного
транспорта неэлектролитов, сахаров и аминокислот
в клетках животных. Эти исследования были сумми-
рованы в докторской диссертации “Регуляция
транспорта сахаров в мышечной ткани”, за которую
1973 г. Никольскому была присвоена степень докто-
ра биологических наук. Николай Николаевич всегда
старался внедрять и развивать и в своей лаборато-
рии, и в Институте в целом, новые методы (подчас
дорогостоящие) и новые научные направления,
стремясь не отставать от быстрого развития мировой
клеточной биологии. В конце 1970-х гг. Николай
Николаевич совместно с Г.П. Пинаевым активно
осваивал и внедрял новый для Института объект ис-
следований – клеточные культуры, что в итоге увен-
чалось возникновением в Институте Отдела клеточ-
ных культур (1974) и Коллекции культур клеток по-
звоночных (1978). В начале 80-х гг. научный интерес
Николая Николаевича оказался связан с еще одной
“горячей точкой” клеточной биологии, а именно с
проблемами регуляции клеточной пролиферации.
Работы по изучению внутриклеточной сигнализа-
ции рецептора эпидермального фактора роста
(ЭФР) развивались в рамках созданного им коллек-
тива Лаборатории физиологии клеточного цикла
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(ЛФКЦ). Проблемы внутриклеточного процессинга
ЭФР-рецепторных комплексов, эксперименталь-
ные доказательства пролиферативного действия
ЭФР на клетки в культуре и в условиях организма,
связь с процессом канцерогенеза и другие вопросы
рассмотрены Никольским в коллективной моногра-
фии: Никольский Н.Н., Соркин А.Д., Сорокин А.Б.
Эпидермальный фактор роста. Л.: Наука, 1987. 200 с.
На основе ЛФКЦ позднее возник Отдел внутрикле-
точной сигнализации и транспорта, которым Ни-
кольский руководил до конца жизни.

На рубеже веков основные научные интересы
Николая Николаевича сместились в область изуче-
ния биологии стволовых клеток человека. Н.Н. Ни-
кольский выступил инициатором создания Про-
граммы Президиума РАН “Стволовые клетки”, а
позднее принимал активное участие в реализации
Программы “Молекулярная и клеточная биология”.
Его интересовали как фундаментальные аспекты
проблемы, так и возможности развития клеточных
биотехнологий. Очередным знаковым научным со-
бытием стал проект “Молекулярно-клеточные тех-
нологии для лечения социально значимых заболева-
ний” (2014–2018), поддержанный Российским науч-
ным фондом по приоритетному направлению
“Реализация комплексных научных программ орга-
низаций”. Под руководством Николая Николаевича
и при его непосредственном участии был создан
Центр клеточных технологий, призванный обеспе-
чить как фундаментальные, так и прикладные рабо-
ты Института в области клеточной биологии.

За годы научной деятельности Николай Никола-
евич в соавторстве не только со своими коллегами,
но и сотрудниками смежных институтов и универси-
тетов опубликовал более 300 научных работ в отече-
ственной и зарубежной печати и сформировал це-
лую школу своих учеников. За годы существования
только ЛФКЦ из нее вышло более 30 кандидатов и
4 доктора биологических наук. К сожалению, обста-
новка 90-х гг. прошлого века в стране и науке выну-
дила многих из них покинуть Россию, но получен-
ная научная база позволила им успешно продолжать
работать в ведущих зарубежных лабораториях.

Более 15 лет (с 1997 г.) Николай Николаевич ру-
ководил созданной им на базе ИНЦ РАН Кафедрой
физико-химической биологии на Факультете меди-
цинской физики и биоинженерии в Санкт-Петер-
бургском государственном политехническом уни-
верситете. Здесь он организовывал чтение лекций,
отражающих современный уровень клеточной био-

логии, необходимый выпускникам Факультета,
многие из которых работают сейчас в Институте.

С 1989 г. и до конца жизни Николай Николаевич
был бессменным главным редактором журнала “Ци-
тология” и отдавал много сил развитию и совершен-
ствованию этого издания. За время его руководства
журнал приобрел новый внешний облик, стал пуб-
ликовать необходимые для передачи информации
цветные иллюстрации к статьям, в том числе цвет-
ные микрофотографии, что привлекло к журналу
новых читателей и повысило его авторитет среди ав-
торов. С 2007 г. издается переводная англоязычная
версия журнала (“Cell Tissue Biology”), в которую
принимаются и статьи иностранных авторов.

Николай Николаевич был удивительным Учите-
лем, ценившим в молодых сотрудниках увлечен-
ность наукой и независимость, и потому позволяв-
шим им самостоятельно выбирать тему работы. Он
радовался успехам и огорчался неудачам молодых,
всегда мог поддержать мудрым советом. Он готов
был прислушиваться к мнению не только старших
сотрудников, но и студентов, если это мнение было
обосновано и разумно. Он хорошо понимал людей, и
умел видеть и ценить в них самое лучшее.

Благодаря выдающимся аналитическим способ-
ностям, прекрасной научной интуиции и исключи-
тельному человеколюбию, Николай Николаевич
внес огромный вклад в развитие инфраструктуры,
научного и кадрового потенциала Института. Его
организаторские способности и масштаб видения
проблем современной биологии получили призна-
ние в 1990 г., когда Николай Николаевич был избран
членом-корреспондентом АН СССР по Отделению
биохимии, биофизики и химии физиологически ак-
тивных соединений, а в 1992 г. – академиком РАН. В
течение многих лет он был членом бюро Отделения
биологических наук, активно участвуя в работе Пре-
зидиума Санкт-Петербургского научного центра.

9 октября 2021 г. Николаю Николаевичу должно
было исполниться 90 лет. Он был полон энергии и
идей, и даже не думал о том, что уже прошел свой
жизненный путь. Но судьба распорядилась иначе.
Коллектив Отдела и Института в целом, все его уче-
ники в десятках лабораторий мира, его друзья, скор-
бят в связи с невосполнимой потерей выдающего
ученого и неординарного человека, с именем кото-
рого ассоциируется Институт цитологии РАН.

Е. С. Корнилова, И. А. Гамалей, Н. А. Михайлова,
Н.А. Виноградова, И.И. Марахова, А. Н. Томилин


